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INTRODUCCION
21. GENERALIDADES DEL QIDO
El oído interno de los distintos mamíferos tiene muchas similitudes, y
concretamente el de la rata y el del humano son muy parecidos, salvo en el tamaño.
El objetivo de la presente Memoria de Tesis Doctoral es el mejor conocimiento del
sistema auditivo humano, pero evidentemente este trabajo se ha realizado en un
modelo animal, que ha sido en este caso la rata.
En el oído se distinguen tres regiones anatómicas: el oído externo, el oído
medio y el oído interno. En el oído interno se ubican dos receptores sensoriales que
son morfológica y funcionalmente distintos: el receptor auditivo o cóclea, en la
región anterior, y el receptor del equilibrio o vestíbulo, en la región posterior La
neuroquimica monoaminérgica de ambos receptores será objeto de estudio en la
presente Memoria de Tesis Doctoral.
1. EL OíDO EXTERNO
En este apartado seremos muy someros, al no afectar esta parte
significativamente a esta Memoria, aunque algo influye en la interpretación
funcional.
El oído externo está constituido por et pabellón auditivo y el conducto auditivo
externo (CAE) (Fig. 1). El pabellón auditivo es una estructura cartilaginosa
recubierta de piel. El CAE es un canal tubular que conecta el medio externo con el
oído medio, del que se encuentra separado por la membrana timpánica. Su porción
más externa es cartilaginosa y posee folículos pilosos y glándulas sebáceas y
ceruminosas, mientras que la pared del tercio interno es ósea (Rouviére y Delmas,
1967; Moore, 1993; Kahle, 1995).
El oído externo desarrolla un papel fundamental como protector de la
membrana timpánica y las estructuras del oído medio frente a las agresiones del
medio externo. Además el pabellón auditivo esta implicado en la localización del
3sonido. Esta función se encuentra acentuada en los mamíferos como la rata, cuya
audición se amplía hacia las frecuencias agudas, que están provistos de un
pabellón móvil. Esta función se ha perdido progresivamente en los humanos. El oído
externo tiene también un papel de amplificación selectiva de las frecuencias
comprendidas entre 1,5 y 7 KHz (Uziel, 1985a).
2. EL OíDO MEDIO
El oído medio está constituido por una cavidad aérea, denominada caja del
tímpano, situada en el interior del hueso temporal. Esta cavidad comunica con la
faringe mediante la trompa de Eustaquio (Fig. 1), equilibrándose así la presión en el
interior de la caja del tímpano con la presión atmosférica (Rouviére y Delmas, 1987;
MacKinnon y Morris, 1993; Moore, 1993; Kahle, 1995). Hacia atrás se comunica con
las celdas mastoideas. Esta cavidad se encuentra muy desarrollada en los
mamíferos no primates formando la buí la mastoidea, que es muy prominente en
roedores y lagomorfos.
La caja del tímpano se encuentra atravesada por un sistema de huesecillos
articulados denominados: martillo, yunque y estribo, que se anclan a las paredes de
la caja timpánica mediante ligamentos y músculos. El martillo, se anda a través de
su mango en la membrana del tímpano y por su lado interno se articula con el
yunque. El yunque, a su vez, se articula por su lado interno con el estribo, el cual
termina en una lámina aplanada (platina) que sella el orificio de la ventana oval del
oído interno (Rouviére y Delmas, 1987; MacKinnon y Morris, 1993; Moore, 1993;
Kahle, 1995) (Fig. 1).
El oído medio tiene tres funciones. En primer lugar permite la transmisión de las
ondas acústicas al oído interno transformándolas en vibraciones mecánicas. La vía
fundamental de transmisión del sonido desde el oído externo al interno es a través
de la cadena de huesecillos del oído medio. Otras dos vías alternativas menos
importantes en la fisiología normal, pero muy importantes en las patologías que
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afectan al oído medio, son: el medio aéreo de la caja del tímpano y la conducción
ósea. En segundo lugar, el oido medio actúa como un adaptador de impedancias
entre el medio aéreo y el medio liquido del oído interno. Su existencia evita la
pérdida de una parte importante de la energía acústica que alcanza el oído. En
tercer lugar limita la energía que entra en el oído interno gracias al reflejo
estapedial, que supone la contracción muscular y el bloqueo de la transmisión
sonora en presencia de sonidos de alta intensidad (Uziel, ‘1965a).
3. EL OIDO INTERNO
El oído interno se encuentra en el seno del peñasco del hueso temporal,
limitado por una cápsula ósea (laberinto óseo) que forma en su interior un conjunto
de cavidades. Dentro del laberinto óseo se encuentra un sistema de vesículas
interconectadas y canales limitados por membranas (laberinto membranoso), donde
asientan los receptores auditivo y vestibular (Fig. 1).
El espacío entre el laberinto óseo y el membranoso contiene un líquido
denominado perilinfa de composición semejante a los líquidos extracelulares, es
decir rico en sodio y pobre en potasio. Por el contrario, en el interior del laberinto
membranoso se encuentra un líquido, denominado endolinfa, de características
similares a los líquidos intracelulares, es decir, rico en potasio y pobre en sodio
(Salt y Konishi, 1986).
3.1. EL LABERINTO OSEO
En el laberinto óseo se distinguen tres espacios cavitarios: la cóclea o caracol
óseo, el vestíbulo óseo y los tres conductos semicirculares (Fig. 2).
La cóclea es un tubo óseo arrollado en espiral alrededor de un hueso cónico
denominado modiolo, que se localiza en la zona anterior del oído interno. En su
zona interna, el modiolo está horadado y aloja las fibras del nervio auditivo y los
vasos sanguíneos que irrigan la cóclea. El modiolo presenta, en su zona externa,
5una cresta espiral denominada lámina espiral ósea, bajo la cual se encuentra un
canal espiral o de Rosenthal que aloja al ganglio auditivo o de Corti. La lámina
espiral ósea divide el conducto óseo coclear en dos mitades, y continúa hacia el
vestíbulo óseo <Rouviére y Delmas, 1987; Moore, 1993).
El vestíbulo óseo constituye la cavidad central, que comunica con el oído medio
mediante las ventanas oval y redonda, selladas por las membranas oval y redonda
respectivamente. En su pared se localizan los orificios de salida de los nervios
auditivo y vestibular y los orificios del acueducto del vestíbulo y el acueducto del
caracol, que son conductos óseos estrechos que comunican con la cavidad craneal
(Rouviére y Delmas, 1987; Moore, 1993) (Fig. 2).
Del área posterior del vestíbulo parten los tres conductos semicirculares. Son
perpendiculares entre sí y debido a su orientación en el espacio se denominan
superior, posterior y externo u horizontal. Uno de sus extremos es tubular y en los
canales superior y posterior se encuentra fusionado. El otro extremo termina en un
ensanchamiento denominado ampolla (Rouviére y Delmas, 1987; Moore, 1993) (Fig.
2).
3.2. EL LABERINTO MEMBRANOSO
En el laberinto membranoso se distinguen dos regiones bien diferenciadas en
cuanto a su estructura y función: el laberinto anterior o cóclea membranosa y el
laberinto posterior o vestíbulo membranoso.
3.2.1. LA COCLEA MEMBRANOSA
La cóclea membranosa es un conducto de sección triangular que tiene una
zona arrollada en espiral siguiendo el interior del caracol óseo y una zona lineal en
el interior del vestíbulo óseo <gancho coclear). La zona superior de la espiral
coclear, de menor diámetro, se denomina ápex y la inferior base coclear (Uziel,
1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993) (Fig. 2).
6Dos membranas separan la cóclea ósea de la membranosa (la membrana de
Reissner y la membrana basilar) dividiendo el caracol óseo en tres rampas: la
rampa superior (vestibular> y la rampa central (media o coclear) se encuentran
sobre la lámina espiral ósea y la rampa inferior (timpánica) por debajo de ella. La
rampa coclear constituye la cóclea membranosa, que se separa de la rampa
vestibular por la membrana de Reissner y de la vestibular por la membrana basilar
(Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993). La rampa coclear está anclada, por su
zona interna, al modiolo y la lámina espiral ósea, sobre la que se apoya la
membrana basilar, y por la externa al laberinto óseo a través del ligamento espiral
(Gil-Loyzaga y cols., 1987).
La rampa coclear es un tubo ciego en el ápex coclear, ya que se cierra en una
zona denominada helicotrema, en la que se fusionan las rampas vestibular y
timpánica. En el gancho coclear por una parte se comunica con el vestíbulo
membranoso mediante el canalis reun¡ens, y por otra parte se cierra en el
denominado el ciego vestibular. La rampa vestibular se abre al vestíbulo y comunica
con el oído medio mediante la membrana oval, sobre la que asienta la platina del
estribo. La rampa timpánica, que no comunica con el vestíbulo, está cerrada por la
membrana redonda. Desde la rampa timpánica, a través del acueducto del caracol,
hay una comunicación perilinfática con el espacio subaracnoideo (Rouviére y
Delmas, 1987; MacKinnon y Morris, 1993; Kahle, 1995) (Fig. 2).
Sobre la membrana basilar, hacia el interior de la rampa coclear, asienta el
receptor auditivo u órgano de Corti, que será objeto de estudio en el apartado II.
3.2.2. EL VESTíBULO MEMBRANOSO
En el interior del vestíbulo óseo se encuentran dos ca~’idades membranosas, el
sáculo y el utrículo, comunicadas entre si por el conducto utrículo-sacular, y con la
rampa coclear mediante el canalis reun¡ens de Hensen, que en el adulto suele estar
obliterado. En el conducto utrículo-sacular se origina el conducto endolinfático, que
7recorre el interior del acueducto del vestíbulo y termina en un saco ciego,
denominado saco endolinfático, bajo la duramadre cerebelosa. El saco endolinfático
está implicado en la renovación de la endolinfa (Sans y Raymond, 1985; Rouviére y
Delmas, 1987; MacKinnon y Morris, 1993; Moore, 1993; Kahíe, 1995) (Fig. 2).
En el interior de los conductos semicirculares óseos se encuentran los canales
semicirculares membranosos que conectan con el utrículo. Reciben el mismo
nombre de los canales óseos que los circundan, y al igual que ellos presentan un
ensanchamiento en un extremo denominado ampolla. El otro extremo, también al
igual que los canales óseos, se encuentra fusionado en los canales superior y
posterior (Sans y Raymond, 1985; Rouviére y Delmas, 1987; MacKinnon y Morris,
1993; Moore, 1993; Kahle, 1995) (Fig. 2).
El utrículo, el sáculo y los canales semicirculares membranosos estén fijados al
laberinto óseo mediante fibras conjuntivas. Constituyen el vestíbulo membranoso y
en su interior se encuentran las estructuras receptoras del equilibrio. Estas
estructuras son epitelios sensoriales de dos tipos: las máculas y las crestas
ampulares. Se distinguen dos máculas (utricular y sacular) y tres crestas, una en
cada ampolla de los canales semicirculares (Sans y Raymond, 1985; Kahle, 1995).
La estructura de estos epitelios sensoriales será analizada en el apartado III.
OÍDo EXTERNO 8
1~ oloo MEDIO oloo INTERNO
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Figura 1: Esquema anatómica del oído externo, medio e interno. PA = pabellón auditivo, CAE =
conducto auditivo externo, E = estribo, M = martillo, MT = membrana timpánica, Nc = nervio coclear,
NV = nervio vestibular, TE = trompa de Eustaquio, ‘/0 = ventana oval, VR = ventana redonda, Y =
yunque.
CANALES SEMICIRCULARES:
SUPERIOR
POSTERIOR
b~ORIZONTAL
E/yo
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rampa vestIbular
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Figura 2: Esquema del laberinto óseo (en negro) y el laberinto membranoso <en el interior del óseo)
del oído intemo. A = ampolla, PC = acueducto de la cóclea, AV = acueducto del vestíbulo, CE =
conducto endolinfático, (DR = canalis reun¡ens de Hensen, CV = ciego vestibular, cus = conducto
utrlculo-sacular, ENO = estribo apoyado en la ventana oval, 5 = sáculo, SE = saco endolinfático, U =
utrículo, VR = ventana redonda <modificada de urato, 1967).
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9II. EL RECEPTOR AUDITIVO U ORGANO DE CORTI
1. ESTRUCTURA DEL ORGANO DE CORTI
La rampa coclear, como se indicó en el apartado 1, es un conducto de sección
triangular que recorre la espiral coclear desde la base hasta el ápex. La base del
triángulo está constituida por la membrana basilar que es una membrana fibrosa
sobre la que asienta el receptor auditivo. La cara superior del triángulo la forma la
membrana de Reissner que separa las rampas coclear y vestibular. Y la cara lateral
del triángulo está constituida por un epitelio multiestratificado, denominado estría
vascular, entre cuyas células circulan gran cantidad de vasos sanguíneos. La estría
vascular está implicada en el mantenimiento de la homeostasis del receptor
auditivo. Es la responsable de la renovación iónica de la endolinfa que llena la
rampa coclear (Merchán y [udeña, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993)
(Figs. 3 y 4).
Sobre la membrana basilar, en la porción central del conducto, se localiza el
receptor auditivo u órgano de Corti (OC) que recorre toda la espiral coclear. A
ambos lados del OC se encuentran distintos tipos celulares que mantienen la
estructura y la funcionalidad del receptor auditivo. En la región más próxima al
modiolo, se encuentra una protuberancia denominada limbo espiral, que se continua
con un surco denominado surco espiral interno (Merchán y Ludeña, 1983; Uziel,
1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993; Kahle, 1995). Al limbo espiral se encuentra
anclada una membrana acelular constituida fundamentalmente por proteoglicanos
(la membrana tectoria), la cual está implicada en el proceso de transducción del
mensaje auditivo (Gil-Loyzaga y cols., 1985, 1991; Remezal y Gil-Loyzaga, 1993;
Thalmann y cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1997; Ibáñez y cols., 1997>. La porción lateral
de la membrana basilar la ocupan las células de Hensen y las células de Claudius,
que constituyen el surco espiral externo (Merchán y Ludeña, 1983; Uziel, 1985b;
Kahle, 1995) (Fig. 4).
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El OC está constituido por células de soporte y por células sensoriales: células
ciliadas internas (CCIs) y células ciliadas externas (CCEs).
1.1. CELULAS DE SOPORTE DEL ORGANO DE CORTI
El soporte del OC lo constituyen fundamentalmente: las células de los pilares,
las células de soporte internas y las células de Deiters.
Las células de los pilares (Corti, 1851) se encuentran entre las CCIs y las
CCEs constituyendo dos hileras paralelas a lo largo de la espiral coclear los pilares
internos y los externos. Estas células tienen un ensanchamiento en la base, en el
cual se localiza el núcleo celular, un cuerpo muy estrecho y un segundo
ensanchamiento en la región apical o cabeza. La base y la cabeza de los pilares
internos y externos están en contacto, y los cuerpos separados dejando entre ellos
un espacio de sección triangular denominado túnel de Corti (TC) (Merchán y cols.,
1982). Las fibras nerviosas procedentes del modiolo pasan entre los pilares internos
y atraviesan el TC por las zonas media y basal para acabar contactando con las
CCEs (Merchán y cols., 1982; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993; Kahle, 1995)
(Fig. 4).
Las células de soporte internas se disponen en una hilera bajo las CCIs. Las
CCIs quedan de esta forma cubiertas por su lado más externo por los pilares
internos, por su base por las células internas de soporte y por su lado interno por
otro tipo de células epiteliales de soporte menos especializadas, las denominadas
células marginales internas, que forman el límite entre el órgano de Corti y el surco
espiral interno (Merchán y Ludeña, 1983).
Las células de Deiters o falángicas se disponen en tres hileras paralelas bajo
los polos basales de las CCEs. Estas células tienen una prolongación que se dirige
hacia la superficie del OC donde se expande a modo de sombrilla. Entre las CCEs y
las prolongaciones de las células de Deiters quedan espacios, los espacios de Nuel
que comunican con el TC a través de los espacios que existen entre los cuerpos de
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los pilares externos (Merchán y Ludeña, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol,
1993; Kahle, 1995) (Fig. 4).
El TC y los espacios de Nuel están llenos de perilinfa (Salt y Konishi, 1986)
procedente de la rampa timpánica, ya que la membrana basilar y las células basales
del OC permiten su circulación (Merchán y cols., 1982). Sin embargo, la perilinfa no
difunde a la rampa media porque toda la superficie del OC, al igual que el resto de
la rampa media, se encuentra sellada por uniones intercelulares de tipo ocluyente
(Merchán y cols., 1982), lo cual impide el intercambio libre de iones entre endolinfa
y perilinfa.
1.2. CELULAS SENSORIALES DEL ORGANO DE CORTI
1.2.1. CELULAS CILIADAS INTERNAS
Las CCIs se sitúan en la región interna del OC, rodeadas por las expansiones
de las células de soporte internas. Constituyen una hilera a lo largo de la espiral
coclear (Merchán y Ludeña, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993; Kahle,
1995) <Fig. 4).
Son células con forma de matraz. El núcleo es medial aunque la mayoría de los
orgánulos citoplasmáticos se encuentran en la región basal. En el polo apical
presentan estereocilios, cilios sin motilidad autónoma, anclados en una estructura
glicoproteica denominada placa cuticular. Los estereocilios de las CCIs están
alineados en hileras paralelas a la línea espiral coclear y conectados entre sí por
puentes glicoproteicos (Evans y cols., 1985; Furness y Hackney, 1986; Remezal y
cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1997>, lo cual permite el movimiento al unísono de todos
los cilios de una célula. La longitud de los estereocilios aumenta hacia el lateral de
la espira <Uziel, 1985b; Corwin y Warchol, 1991; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).
Las eCís son las verdaderas células sensoriales del receptor auditivo, es decir
son las células que se estimulan mecánicamente por la onda sonora y traducen el
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mensaje mecánico en un mensaje bioeléctrico que llega al sistema nervioso central
(GiI-Loyzaga y Pujol, 1993).
1.2.2. CELULAS CILIADAS EXTERNAS
Las CCEs se sitúan en la región externa del órgano de Corti, sustentadas sobre
las células de Deiters. Se disponen en tres o cuatro hileras paralelas que recorren
la espiral coclear (Merchán y Ludeña, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol,
1993; Kahle, 1995) (Fig. 4).
Son células cilíndricas con el núcleo en la región basal. Al igual que en las
CCIs, en el polo apical tienen una placa cuticular con estereocilios dispuestos en
hileras y conectados entre sí por puentes glicoproteicos. Pero en este caso, las
hileras de estereocilios forman una V o W con el vértice orientado hacia la pared
lateral de la rampa media. La longitud de los estereocilios aumenta hacia el exterior
de la espiral y los más externos, y más largos, están anclados en la membrana
tectoria, a diferencia de los estereocilios de las CCIs que no contactan con dicha
membrana (Kimura, 1965; Uziel, 1985b; Furness y Hackney, 1986; Corwin y
Warchol, 1991; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).
Las CCEs son células contráctiles. Las células de Deiters sobre las que se
apoyan están en contacto directo con la membrana basilar, por lo tanto la vibración
de las CCEs puede ser transmitida a través de la membrana basilar al resto del
receptor. Se les ha asignado un papel fisiológico como moduladores de la energía
mecánica que recibe el receptor auditivo, participando en la selectividad frecuencial
de las CCIs. También han sido relacionadas con la protección del sistema auditivo
frente a elevadas intensidades acústicas (Cor’Mn y Warchol, 1991; Gil-Loyzaga y
Pujol, 1993).
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Agura 3: Esquema de un corte transversal de dos de las espiras del
conducto se encuentra dividido en tres rampas (RO = rampa coclear, Rl =
rampa vestibular) mediante dos membranas (MB = membrana basilar
Reissner). (NC = nervio coclear, OC = órgano de Cort¡).
conducto coclear. Dicho
rampa timpánica y RV =
y MR = membrana de
LEO
Figura 4: Esquema de la rampa coclear y del receptor auditivo u órgano de Cortí. La rampa coclear
está delimitada por: la membrana basilar (MB), la membrana de Reissner (MR) y la estría vascular
(EV). Sobre la MB asienta el órgano de Corti, constituido par células de soporte (O, células de
Oeiters; PEJPI pilares externo e interno que delimitan el XC, túnel de Corti), y células sensoriales
(CCI, célula ciliada interna; CCEI células ciliadas externas). En los laterales del receptor se localizan
el surco espiral interno <SEI), las células de Hensen <H) y las células de Claudius (C), y sobre él la
membrana tectoria (MT). <FN = fibras nerviosas, HP = habenula pedorata, LE = ligamento espiral,
LEO = lámina espiral ósea).
*
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2. INERVACION DE LA COCLEA
La cóclea recibe tres tipos de fibras nerviosas: aferentes y eferentes, que
alcanzan el OC, y simpáticas, que no inervan directamente a las células receptaras.
2.1. INERVACION AFERENTE
Las neuronas aferentes cocleares son las encargadas de transmitir la
información auditiva desde el receptor hacia el sistema nervioso central, donde es
procesada. Constituyen el primer eslabón de la vía auditiva.
Sus cuerpos celulares se encuentran localizados en el ganglio espiral o de
Corti. Este ganglio se sitúa en el canal espiral de Rosenthal, que es un canal
excavado en la región lateral del modiolo desde la base hasta el ápex coclear. Los
axones de estas neuronas recorren el interior del modiolo y salen de la cóclea por la
espira basal constituyendo el nervio coclear. Estos axones contactan con neuronas
de los núcleos cocleares, en el tronco cerebral, constituyéndose la segunda
sinapsis de la vía auditiva. La primera sinapsis se encuentra en el propio receptor
auditivo como se comentará más adelante. Las dendritas de las neuronas aferentes
salen del modiolo atravesando la lámina espiral ósea, cruzan unos orificios
perforados en dicha lámina denominados habenule perforata y alcanzan las células
sensoriales (Brodal, 1981; Uziel, 1985b; Brown, 1987; Brown y cols., 1988; Brown y
Ledwith, 1990; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).
Se distinguen dos tipos de neuronas aferentes: neuronas de tipo 1 que inervan
la base de las CCIs y neuronas de tipo II que inervan la base de las CCEs.
2.1.1. INERVACION AFERENTE DE TIPO ¡
Las neuronas de tipo 1 son bipolares y mielinizadas hasta la habenula perforata.
Sus dendritas alcanzan las CCIs de manera radial desde el centro de la espira sin
ramificarse. Cada dendrita aferente tipo 1 inerva una única CCI, sin embargo cada
CCI está inervada hasta por treinta dendritas de tipo 1 (Fig. 5). Las neuronas tipo 1
15
constituyen del 90 al 95% de las neuronas del ganglio espiral, mientras que las
CCIs, cuyo poío basal inervan, suponen sólo el 25% de las células ciliadas
(Spoendlin, 1969, 1984; Brodal, 1981; Kiang y cols., 1982; Uziel, 1985b; Berglund y
Ryugo, 1987; Brown, 1987; Dannhof y Bruns, 1993; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y
Pujol, 1993). Funcionalmente este hecho supone que cada zona puntual del
receptor está representada de forma amplía en el ganglio espiral. Esta
representación divergente de la información se incrementa en niveles más altos de
la vía auditiva por la existencia de numerosas colaterales en cada n¡vel.
Hoy en día está aceptado que las neuronas de tipo 1 son las responsables de la
transmisión del mensaje auditivo a los núcleos cocleares (Liberman, 1982a,b;
Liberman y Oliver, 1984; Robertson, 1984; Uziel, 1985b; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga
y Pujol, 1993). Dentro de estas neuronas se han caracterizado dos subpoblaciones
con distinta frecuencia de descarga y distintas características morfológicas
(Liberman, 1978, 1980a, 1982a,b; Liberman y Oliver, 1984; Ryugo y Rouiller, 1988;
Liberman y cols., 1990; Merchán-Pérez y Liberman, 1996; Rosbe y cols., 1996).
2.1.2. INERVACION AFERENTE DE TIPO II
Las neuronas de tipo II son pseudomonopolares y amielínicas. Sus dendritas
alcanzan el receptor desde el ganglio espiral paralelamente a las aferentes de tipo 1,
atraviesan el TC por la zona basal, ascienden apoyadas en las células de Deiters
hasta las CCEs y emiten varias ramificaciones. Una dendrita tipo II puede establecer
contactos sinápticos con varias OCEs (de 6 a 20) situadas en distintas filas. Sin
embargo, una CCE es inervada solamente por aproximadamente dos dendritas tipo
II (Fig. 5). Las neuronas de tipo II constituyen del 5 al 10% de las neuronas del
ganglio espiral, y este bajo número inerva a todas las CCEs (es decir al 75% de las
células ciliadas de la cóclea) (Spoendlin, 1969, 1984; Brodal, 1981; Kiang y cols.,
1982; Uziel, 1985b; Berglund y Ryugo, 1987; Brown, 1987; Simmons y Liberman,
1988; Liberman y cols, 1990; Dannhof y Bruns, 1993; Eybalin, 1993). Este patrón de
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inervación representa, contrariamente a lo expuesto para las neuronas tipo 1, un
ejemplo de convergencia, es decir cada neurona tipo II recibe información
procedente de un amplio sector coclear.
Las neuronas de tipo II, cuyas dendritas establecen contactos sinápticos con la
base de las CCEs, no parecen responder a estímulos sonoros (Robertson, 1984).
Se ha sugerido que estas neuronas informan al SNC sobre la actividad mecánica de
las OCEs o que pueden constituir un sistema de alarma frente a situaciones de
stress acústico (Cody y Russell, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993>.
2.2. INERVACION EFERENTE
Las neuronas eferentes cocleares actúan como moduladores del receptor
auditivo y del mensaje auditivo. Es un sistema de control procedente del sistema
nervioso central que se activa dependiendo de la información que reciben los
centros superiores.
Los cuerpos celulares de estas neuronas se encuentran situados en el tronco
cerebral, concretamente en el complejo olivar superior (COS) (Warr, 1975; Warr y
Guinan, 1979; Guinan y cols., 1983; White y Warr, 1983; Schwarz y cols., 1986;
Thompson y Thompson, 1986; Aschoff y Ostwald, 1987; Campbell y Henson, 1988).
Sus axones constituyen el haz olivococlear o de Rasmussen que sale del cráneo
acompañando a una rama del nervio vestibular y en la anastomosis de Oort, en el
conducto auditivo interno, se une al nervio coclear y entra en la cóclea por la espira
basal (Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995). En la base coclear alcanza el canal
espiral o de Rosenthal y por su parte externa recorre la cóclea siguiendo la espiral y
constituyendo el haz espiral intraganglionar (Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995).
Estos axones dejan el canal de Rosenthal a distintos niveles, atraviesan la habenula
perforata y alcanzan el receptor auditivo (Brodal, 1981; Spoendlin, 1984; Wilson y
cols., 1991; Warr, 1992; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995).
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Según su núcleo de origen se distinguen dos fascículos o sistemas: el sistema
eferente olivococlear lateral (SEOL) y el medial (SEOM).
2.2.1. SISTEMA EFERENTE OLIVOCOCLEAR LATERAL
Los cuerpos celulares de las neuronas del SEOL se encuentran en el núcleo
lateral del complejo olivar superior. Son neuronas pequeñas, con axones finos y
amielinicos. Esta inervación constituye del 50 al 70%, según la especie estudiada,
de la inervación olivococlear que recibe el receptor auditivo y es mayoritariamente
ipsilateral. Tras atravesar la habenula perforata estos axones realizan un recorrido
en espiral, en el que constituyen el haz espiral interno bajo las CCIs. Aquí contactan
con varias terminaciones de dendritas aferentes de tipo 1 realizando sinapsis
axodendríticas en passant y/o terminales (Warr y Guinan, 1979; Liberman, 1980b;
White y Warr, 1983; Ginzberg y Morest, 1984; Guinan y cols., 1984; Spoendlin,
1984; Pujol y Lenoir, 1986; Schwarz y cols., 1986; Robertson y cols., 1987;
Liberman y cols, 1990; Wilson y cols., 1991; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995;
Satake y Liberman, 1996) (Fig. 5>.
La estimulación eléctrica de las fibras del SEOL disminuye la amplitud del
potencial de acción compuesto (PAC) del nervio auditivo, que es la suma de las
respuestas unitarias de las fibras del nervio coclear (Brodal, 1981; Aran y Harrison,
1985). Por lo tanto parece que estas neuronas modulan el mensaje auditivo
inhibiendo las fibras aferentes primarias (Gil-Loyzaga y Pujol, 1993>. También se ha
sugerido la misma modulación sobre los núcleos cocleares, ya que estas neuronas
envían colaterales a las zonas de los núcleos cocleares en las que terminan los
axones de las neuronas aferentes primarias (Godfrey y cols., 1987a, 1987b; Ryan y
cols., 1957,1990; Winterycols., 1989; Shoreycols., 1991).
2.2.2. SISTEMA EFERENTE OLIVOCOCLEAR MEDIAL
Los cuerpos celulares de las neuronas del SEOM se encuentran
fundamentalmente en el núcleo ventromedial del cuerpo trapezoides y su entorno.
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Son neuronas grandes y con axones mielinizados que proyectan a la cóclea con
una importante componente contralateral. Tras atravesar la habenula perforata
estas fibras tienen una distribución radial cruzando el TC por la región central hasta
contactar con el polo basal de, aproximadamente, una decena de CCEs de distintas
hileras formando sinapsis axo-somáticas (Warr, 1975, 1992; Warr y Guinan, 1979;
White y Warr, 1983; Ginzberg y Morest, 1984; Guinan y cols., 1984; Spoendlin,
1984; Pujol y Lenoir, 1986; Schwarz y cols., 1986; Robertson y cols., 1967;
Liberman y cols., 1990; Wilson y cols., 1991; Eybalin, 1993> (Fig. 5>.
La estimulación eléctrica de las fibras del SEOM produce un aumento de los
potenciales microfónicos cocleares, lo cual refleja un aumento de la actividad de las
CCEs. Se podría sugerir por tanto que el SEOM está implicado en la regulación de
la contractilidad de las CCEs (Aran y Harrison, 1985; LePage, 1989; Gil-Loyzaga y
Pujol, 1993). Al igual que las fibras del SEOL, las fibras del SEOM envían
colaterales a los núcleos cocleares (Godfrey y cols., 1987a, 1987b; Winter y cols.,
1989; Ryan y cols., 1990; Brown y cols., 1991; Shore y cols., 1991). Sin embargo, el
efecto modulador de estas neuronas en los núcleos cocleares permanece aún sin
aclarar.
2.3. INERVACION SIMPATICA
Las fibras simpáticas que proyectan sobre la cóclea tienen una distribución
periférica dual. La mayoría de las fibras son perivasculares, pero algunas no están
relacionadas con los vasos sanguíneos sino que terminan en la región de la
habenula perforata entre las fibras aferentes y eferentes. Estos dos grupos de fibras
simpáticas se caracterizaron en los años ‘60 mediante técnicas de
histofluorescencia y microscopia electrónica (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966;
Terayama y cols., 1966, 1968; Vinnikov y cols., 1966; Ross, 1971; Densert, 1974;
Densert y Flock, 1974; Spoendlin, 1981, 1984). Estudios más recientes de
inmunocitoquimica (Jones y cols., 1987; Usami y cols., 1988; Hozawa y Kimura,
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1990; Eybalin y cols., 1993), degeneración neuronal tras administración de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) (Densert, 1975a; Eybalin y cols., 1993> y captación de
3H-noradrenalina (Eybalin y cols., 1983) han confirmado esta distribución.
El origen principal de estas fibras parece ser el ganglio cervical superior (GCS)
(Terayama y cols., 1966, 1968; Densert, 1974; Spoendlin, 1981, 1984; Shibamori y
cols., 1994). Sin embargo, mientras algunos autores (Terayama y cols., 1966, 1968;
Shibamori y cols., 1994> defienden el GCS como único origen, otros (Spoendlin,
1981, 1984; Laurikainen y cols., 1993, 1997; Ren y cols., 1993> añaden el ganglio
estrellado <GE) como origen de algunas de las fibras simpáticas que proyectan a la
cóclea con una distribución exclusivamente perivascular (Spoendlin, 1981, 1984).
Las fibras simpáticas cocleares se han relacionado con el control del flujo
sanguíneo coclear (Hultcrantz, 1979; Beausang-Linder y Hultcrantz, 1980;
Laurikainen y cols., 1993, 1994, 1997; Ren y cols., 1993a, 1993b, 1994) y con la
modulación de la actividad del nervio coclear a nivel de la habenula perforata
(Pickles, 1979; Hultcrantz y cols., 1982; Lee y Moller, 1985; Hildesheimer y cols.,
1991).
3. NEUROTRANSMISORES DE LA COCLEA
Las sinapsis neurosensoriales presentes en el receptor auditivo son de tipo
químico, es decir mediadas por un neurotransmisor. Las sinapsis implicadas en la
vía ascendente, vía de entrada de información al sistema nervioso central, son en
primer lugar las constituidas por las CCIs y las dendritas aferentes tipo 1 y, en
segundo lugar, las constituidas por las CCEs y las dendritas aferentes tipo II. Las
implicadas en la vía descendente, vía moduladora procedente del sistema nervioso
central, están constituidas, en primer lugar, por los axones del SEOL y las dendritas
aferentes tipo 1 y, en segundo lugar, por los axones del SEOM y las CCEs. Por lo
tanto, en la vía ascendente el poío presináptico está constituido por las células
ciliadas y el postsináptico por las neuronas aferentes, mientras que en la vía
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descendente el polo presináptico lo constituyen las fibras eferentes olivococleares y
el postsináptico las aferentes primarias o las CCEs.
A continuación desglosaremos la localización y el papel funcional de diversos
tipos de neurotransmisores detectados en las sinapsis aferentes y eferentes,
mientras que los neurotransmisores con estructura química de monoaminas son
tratados de forma conjunta en un capitulo especifico (el capitulo 4>, ya que son los
compuestos en los que está centrada la presente Memoria de Tesis Doctoral.
3.1. NEUROTRANSMISORES PRESENTES EN LAS CELULAS CILIADAS
El principal candidato a ser el neurotransmisor de la sinapsis CCI-aferentes
primarias parece ser el glutamato (Fig. 6>. Estudios inmunocitoquimicos (Altschuler
y cols., 1989; Usami y cols., 1992) mostraron la presencia de glutamato en las CCIs.
Asimismo métodos autorradiográficos pusieron de manifiesto la captación de
glutamina, precursor del glutamato, por las CCIs (Eybalin y Pujol, 1983>. Más
recientemente, se han identificado, mediante hibridación in situ, varias subunidades
de receptores de glutamato en las neuronas del ganglio espiral (Ryan y cols.,
1991a; Safieddine y Eybalin, 1992a, 1995; Kuriyama y cols., 1993; Puel, 1995; Pujol
y cols., 1995).
La perfusión intracoclear de glutamato o sus agonistas altera los potenciales
cocleares y las respuestas de fibras unitarias (Bobbin y Thompson, 1978; Comis y
Leng, 1979; Puel y cois., 1991a, 1991b) mostrando un efecto en la fisiología
coclear. Estos compuestos también modifican los registros electrofisiológicos in vitro
de las neuronas del ganglio espiral aisladas (Nakagawa y cols., 1991). La
administración intracoclear de dosis elevadas de glutamato o sus agonistas produce
además la degeneración de las dendritas aferentes primarias (Pujol y cols., 1985,
1991, 1992, 1993, 1995; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990; Juiz y cols., 1989; Puel y cols.,
1991a; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y cols., 1993), así como un aumento en la
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expresión de RNAm que codifica receptores glutamatérgicos en las neuronas
aferentes (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995).
El neurotransmisor que activa las aferentes tipo II aún no ha sido determinado,
aunque estudios inmunocitoquimicos han demostrado la presencia de glutamato y
aspartato en las OCEs (Altschuler y cols., 1989; Usami y cols., 1992).
3.2. NEUROTRANSMISORES PRESENTES EN EL SISTEMA EFERENTE
OLIVOCOCLEAR
En el SEOL se han detectado varios neurotransmisores y neuromoduladores:
acetilcolina (ACh), ácido y-aminobutírico (GABA), el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP>, encefalinas, dinorfinas y DA. Sin embargo, en el SEOM
sólo se ha descrito la presencia de ACh y CGRP, y en el segmento más apical
GABA, aunque este último se desconoce si realmente pertenece al SEOM (Fig. 6).
3.2.1. ACETILCOLINA
Estudios inmunocitoquimicos a microscopia óptica y electrónica localizaron la
enzima responsable de la síntesis de ACh (colina acetil-transferasa) en las fibras
nerviosas y las neuronas del SEOL y el SEOM (Klinke, 1981; Altschuler y cols.,
1964, 1985a; Schwarz y cols., 1986; Eybalin y Pujol, 1987; Safieddine y Eybalin,
1 992b; Merchán-Pérez y cols., 1994; Schrott-Fischer y cols., 1994; GiI-Loyzaga,
1995; Safieddine y cols,, 1997). Asimismo se evidenció la existencia de actividad
ACh esterasa (enzima responsable de la hidrólisis de ACh> en la cóclea y el COS
(lurato y cols., 1971; Warr, 1975; Klinke, 1981; White y Warr, 1983; Godfrey y Ross,
1985; Schwarz y cols., 1986; Sobkowicz y Emmerling, 1989, Hozawa y Kimura,
1990). Recientemente, se ha descrito la presencia de receptores colinérgicos y sus
correspondientes RNAm en las CCEs, las neuronas del ganglio espiral y las
neuronas del COS (Plinkert y cols., 1990; Eybalin, 1993; Puel, 1995; Dulon y Lenoir,
1996; Safieddine y cols., 1996>. En las neuronas del COS, el RNAm que codifica el
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receptor muscarínico M3 colocalizó con el RNAm que codifica la enzima colina
acetil-transferasa (Safieddine y cols., 1996,1997).
La perfusión intracoclear de ACh y agonistas colinérgicos, disminuye la
amplitud del PAC del nervio auditivo y altera la actividad de las fibras aferentes
auditivas unitarias (Comis y Leng, 1979; Felix y Ehrenberger, 1992; Hunter y cols.,
1992; Eybalin, 1993; Puel, 1995), lo cual sugiere una acción de la ACh sobre las
fibras aferentes primarias. En este sentido, se ha observado que la administración
intracoclear de dosis tóxicas de ácido ct-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiónico (AMPA), un aminoácido análogo del glutamato, y el trauma
acústico producen un aumento de los niveles del RNAm que codifica la enzima
colina acetil-transferasa en el COS (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995>.
Por otra parte, la administración ACh y agonistas colinérgicos aumenta la
amplitud de los potenciales microfónicos cocleares (Hunter y cols., 1992; Kujawa y
cols., 1992; Pujol, 1994; Puel, 1995; Pujol y cols., 1995> y regula la motilidad ir vito
de las CCEs (Brownell y cols., 1985; Slepecky y cols., 1988; Le Page, 1989; Plinkert
y cols., 1990; Sziklai y cols., 1996>. De aquí se deduce que la ACh podría tener
actividad sobre el SEOL y el SEOM.
3.2.2. ACIDO y-AMINOBUTIRICO
El GABA y la enzima responsable de su síntesis, la decarboxilasa de ácido
glutámico (GAD), han sido localizados inmunocitoquimicamente en el haz espiral
interno, lo cual indica que este neurotransmisor está presente en las fibras del
SEOL (Fex y Altschuler, 1984; Fex y cols., 1986; Eybalin y cols., 1988; Usami y
cols., 1988, Eybalin yAltschuler, 1990; Merchán-Pérez y cols., 1990a y b, 1993; Gil-
Loyzaga, 1995; Nitecka y Sobkowicz, 1996). Tanto el GABA, como la GAD, como el
RNAm que codifica dicha enzima han sido descritos además, mediante
inmunocitoquimica e hibridación ir sita respectivamente, en el núcleo lateral del
COS (Moore y Moore, 1987; Helfert y cols., 1989; Vetter y cols., 1991; Eybalin y
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cols., 1995; Safieddine y cols., 1997). En el ápex coclear también se han observado
fibras GABAérgicas cruzando el túnel de Corti y contactando con el polo basal de
las CCEs (Fex y cols., 1986; Usami y cols., 1988; Merchán-Pérez y cols., 1990a y b,
1993; Gil-Loyzaga, 1995; Nitecka y Sobkowicz, 1996>, y receptores GABAA en el
polo basal de las CCEs (Plinkert y cols., 1989). Sin embargo, la procedencia de
estas fibras que contactan las OCEs aún no ha quedado establecida
definitivamente.
Varios estudios no han detectado modificaciones significativas en los registros
electrofisiológicos tras la administración intracoclear de GABA <Bobbin y Thompson,
1978; Hunter y cols., 1992; Eybalin, 1993; Puel, 1995>. Sin embargo, se ha
observado que el GABA disminuye la actividad de las fibras aferentes primarias
inducida por aminoácidos excitotóxicos <Felix y Ehrenberger, 1992>. Además el
GABA hiperpolariza las CCEs (Gitter y Zenner, 1992) y disminuye su motilidad
(Sziklai y cols., 1996>. Por otra parte, la estimulación sonora induce la liberación de
GABA a la perilinfa en concentración proporcional a la intensidad aplicada
(Drescher y cols., 1983). Asimismo el trauma acústico y la neurotoxicidad inducida
por AMPA aumentan la expresión del RNAm que codifica la GAD en las neuronas
del COS (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995).
3.2.3. PEPTIDO RELACIONADO CON EL GEN DE LA CALCITONINA
El CGRP se ha identificado mediante inmunocitoquimica en varicosidades del
haz espiral interno y en fibras que proyectan sobre las CCEs (Eybalin y Pujol, 1989;
Sliwinska - Kowalska y cols., 1989; Kuriyama y cols., 1990; Merchán-Pérez y cols.,
1990c y d; Safieddine y Eybalin, 1992b; Gil-Loyzaga, 1995). También se ha
observado su presencia <Takeda y cols., 1986; Lu y cols., 1987; Vetter y cols., 1991;
Safieddine y Eybalin, 1992b; Simmons y Raji-Kubba, 1993; Safieddine y cols.,
1997), así como la del RNAm que lo codifica (Eybalin y cols., 1995; Safieddine y
cols., 1997), en neuronas del CaS. Por otra parte, se ha descrito la presencia de
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fibras que contienen CGRP inervando la arteria basilar modiolar (arteria terminal de
la cóclea) <Carlisle y cols., 1990>, y las ramas de la misma (Merchán-Pérez y cois.,
1990c y d).
Excluyendo una comunicación preliminar que describió que la perfusión
intracoclear de CGRP disminuía la amplitud del PAC del nervio auditivo, no existen
mayores evidencias del papel funcional del CGRP en la cóclea (Hunter y cols.,
1992; Eybalin, 1993; Puel, 1995>. Tampoco los niveles del RNAm que codifica el
CGRP se modificaron en el COS tras la administración de AMPA o tras someter los
animales a trauma acústico (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995).
3.2.4. ENCEFALINAS
En las terminaciones cocleares del SEOL se han detectado
inmunocitoquimicamente los péptidos: Met-encefalina, Leu-encefalina y el
octapéptido Met-encefalina-Arg6-Gly7-Leu8 (Fex y Altschuler, 1981; Altschuler y
cols., 1984; Eybalin y cols., 1984, 1985; Gil-Loyzaga y cols., 1968; Eybalin y
Altschuler, 1990; Safieddine y Eybalin, 1992b; Gil-Loyzaga, 1995). Asimismo,
mediante técnicas de HPLC y radioinmunoensayo se cuantificaron las
concentraciones cocleares de Met-encefal ma y del octapéptido Met-encefalina-
Arg6-Gly7-Leu8 (Eybalin y cols., 1984, 1985, 1987). En el COS solamente algunas
neuronas del núcleo lateral expresan estos péptidos, lo cual concuerda con la
reducida población de fibras que contienen encefalinas detectada en la cóclea
(Altschuler y cols., 1984, 1988; Safieddine y Eybalin, 1992b; Safieddine y cols.,
1997).
La concentración de Met-encefalina en perilinfa aumenta debido a la
estimulación acústica con ruido blanco, igual que sucede con el GASA (Drescher y
cols., 1983). Al mismo tiempo, la estimulación acústica provoca una disminución de
la cantidad total de Met-encefalina coclear (Eybalin y cols., 1987). Ambos resultados
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considerados conjuntamente podrían sugerir que el neuropéptido es liberado debido
a la estimulación acústica y catabolizado.
3.2.5. DINORFINAS
Estas sustancias, al igual que las encefalinas son péptidos opioides, aunque
actúan sobre distintos receptores <Hunter y cols., 1992). Las dinorfinas A y B y la oc-
neoendorfina han sido identificadas inmunocitoquimicamente en la región del haz
espiral interno (Altschuler y cols., 1985b; Abou-Madi y cols., 1987>, así como en
neuronas del núcleo lateral del COS <Abou-Madi y cols., 1987; Altschuler y cols.,
1988>.
Los únicos datos disponibles en la actualidad acerca del papel funcional de las
dinorfinas en la cóclea se deben a Sahley y cols. (1991). Estos autores observaron
que la amplitud del PAC del nervio auditivo aumentaba tras la administración
intravenosa de agonistas de receptores kappa (Huntery cols., 1992; Puel, 1995).
4. LAS MONOAMINAS EN LA COCLEA
4.1. DOPAMINA
Los primeros estudios que sugieren la existencia de catecolaminas en las fibras
del sistema eferente olivococlear son los trabajos de histofluorescencia de Vinnikov
y cols. (1966) y los de neurotoxicidad de 6-OHDA realizados por Densert (1975a).
Ambos estudios describieron fibras de tipo catecolaminérgico proyectando hacia el
OC que no coincidían con la distribución conocida de las fibras simpáticas
cocleares.
Posteriormente se identificó dopamina (DA) en homogeneizados cocleares de
ratas, adultas y en desarrollo, mediante cromatografía líquida de alta resolución
acoplada a detección electroquímica (HPLC-ED> (Gil-Loyzaga y Parés-Herbuté,
1986, 1989). La existencia de esta monoamina en el receptor auditivo había sido
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negada en estudios previos de HPLC que determinaron la presencia de NA en la
cóclea y la ausencia de DA, 5-HT y adrenalina (Rarey y cols., 1981,1982>.
La presencia de DA en la cóclea ha sido demostrada mediante métodos
inmunocitoquimicos, utilizando anticuerpos contra la tirosina hidroxilasa (TH) y la
aminoácido aromático decarboxilasa <AAD>. La localización de estas enzimas,
implicadas en la síntesis de catecolaminas a partir de tirosina, en el haz espiral
interno, bajo las OCís, indicó la existencia de una catecolamina en las fibras del
SEOL. La ausencia en ese haz de inmunorreactividad positiva al uso de anticuerpos
contra dopamina-13-hidroxilasa (DBH) y feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT>,
enzimas que catalizan la transformación de DA en NA y de ésta en adrenalina
respectivamente, sugirió que la catecolamina presente en las fibras del SEOL es
DA, descartándose la presencia de NA y adrenalina en esta ubicación (Jones y
cols., 1987; Usami y cols., 1988>. Estudios inmunocitoquimicos a microscopia
electrónica han corroborado la presencia de TH en estas fibras, indicando que dicha
reacción positiva desaparece tras la administración de la neurotoxina 6-OHDA
(Eybalin y cols., 1993). En el COS también se ha encontrado inmunorreactividad
positiva usando anticuerpos contra TH en neuronas que, por su localización,
podrían pertenecer al SEOL (Jones y Beaudet, 1987; Vincent, 1988; Safieddine y
cols., 1997).
Recientemente, estudios de hibridación in situ han aportado nuevos datos que
apoyan la existencia de DA en el SEOL, identificando el ARNm que codifica la TH
en las neuronas de la oliva superior lateral. Además se han detectado los ARNm
que codifican los receptores dopaminérgicos Dl y D2 en las neuronas aferentes del
ganglio espiral (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995; Safieddine y cols., 1997).
El papel funcional de la DA en la cóclea en un principio pareció inexistente, ya
que su administración por vía intracoclear apenas alteró los potenciales cocleares
(Bobbin y Thompson, 1978). Sin embargo, estudios posteriores han mostrado que la
administración intracoclear de piribedil, un agonista dopaminérgico, disminuye la
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amplitud del PAC del nervio auditivo (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995;
Pujol, 1994) y evita la degeneración de las dendritas aferentes tipo 1 por efecto del
trauma acústico y la hipoxia (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995; Pujol,
1994; D’Aldin y cols., 1995). Además se ha observado que el trauma acústico
produce un aumento en la expresión del ARNm del receptor dopaminérgico D2 en
las neuronas aferentes y del ARNm de la TH en las neuronas de la oliva superior
lateral (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995>. Asimismo la expresión del ARNm
que codifica la TH aumentó en la oliva superior lateral tras someter la cóclea a un
proceso de neurotoxicidad inducida por AMPA (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols.,
1995>. Todos estos estudios permiten implicar la DA en el proceso de
neurotransmisión coclear, sugiriendo que podría participar en la regulación de las
aferentes primarias en situaciones de stress auditivo como son la hipoxia, el trauma
acústico o la neurotoxicidad.
4.2. NORADRENALINA
Los estudios de histofluorescencia y microscopia electrónica que establecieron
la distribución de fibras simpáticas en la cóclea (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966;
Terayama y cols., 1966, 1968; Vinnikov y cols., 1966; Ross, 1971; Densert, 1974;
Densert y Flock, 1974; Spoendlin, 1981, 1984), sugirieron a su vez la presencia de
noradrenalina <NA> en dichas localizaciones. Este hecho es apoyado por la
captación de 3H-NA por dichas fibras (Eybalin y cols., 1983). La degeneración
neuronal producida por la administración de 6-OHDA <Densert, 1975a; Eybalin y
cols., 1993> también indica la presencia de catecolaminas en las fibras simpáticas
cocleares.
La NA no ha sido localizada inmunocitoquimicamente en la cóclea. Sin
embargo, la presencia de TH y DBH y la ausencia de PNMT en las fibras simpáticas
cocleares sugiere que la NA es el candidato más probable a ser el neurotransmisor
liberado por estas fibras, aunque no se puede descartar la presencia de DA en las
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mismas como precursor de la NA (Jones y cols., 1987, Usami y cols., 1988; Hozawa
y Kimura, 1990).
La concentración de NA fue cuantificada mediante HPLC-ED en la cóclea de
distintos mamíferos observándose variaciones debidas a la especie animal y la
pigmentación <Rarey y cols., 1981> y al momento del desarrollo <Gil-Loyzaga y
Parés-Herbuté, 1986, 1989). Sin embargo, la simpatectomia cervical superior 48
horas después de la intervención quirúrgica no afectó las concentraciones de NA
(Rarey y cols., 1981). Las variaciones debidas a la pigmentación parecen deberse a
una distinta concentración de NA en el modiolo y la pared lateral de la cóclea
(Rarey y cols., 1982).
La administración intracoclear de NA inhibió la actividad espontánea de
algunas fibras del nervio auditivo (Comis y Leng, 1979>. Por otra parte la
administración intravenosa o intraarterial de NA modificó el flujo sanguíneo coclear
(Suga y Snow, 1969; Suga, 1976>. Tanto el efecto sobre los potenciales auditivos
como el efecto sobre el flujo sanguíneo coclear han sido relacionados con las fibras
simpáticas que inervan la cóclea <Hultcrantz, 1979; Pickles, 1979; Beausang-Linder
y Hultcrantz, 1980; Hultcrantz y cols., 1982; Lee y Moller, 1985; Hozawa y cols.,
1990; Hildesheimer y cols., 1991; Laurikainen y cols., 1993, 1994; Ren y cols.,
1993a, 1993b, 1994>.
4.3. SEROTONINA
Estudios previos de HPLC han descrito la ausencia de serotonina (5-HT) en la
cóclea (Rarey y cols., 1981>. Asimismo la 3H-5HT no resultó captada por las células
cocleares in vitro (Eybalin y cols., 1983).
Sin embargo, al igual que sucedió con la DA en su día, existen algunos indicios
que podrían inducir a pensar en la 5-HT como otro de los neurotransmisores
cocleares, o al menos como un compuesto presente en la cóclea. En primer lugar, la
administración intracoclear de 5-HT redujo el PAC del nervio auditivo (Bobbin y
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Thompson, 1978). Además en la cóclea se ha detectado melatonina, un derivado de
la 5-HT, mediante radioinmunoensayo (Biesalski y cols., 1988), lo cual sugiere la
presencia de 5-HT como precursor. Otros derivados de la 5-HT se produjeron tras la
incubación de cócleas con 14C-SHT. Entre ellos se encuentra el ácido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA), que es el principal producto de degradación de la 5-HT
(Biesalski y cols., 1988). Otro indicio a favor de la presencia de 5-HT en el receptor
auditivo es la localización del ARNm que codifica la subunidad A del receptor 5-HT3
en el epitelio sensorial de la rata embrionaria (Johnson y Heinemann, 1995).
Por otra parte existen estudios inmunohistoquimicos (Chang y cols., 1988;
Cohen y cols., 1992) y bioquímicos (Bonvento y cols., 1991) que sugieren la
presencia de 5-HT en fibras simpáticas procedentes del GCS que proyectan a
territorios distintos de la cóclea. Estas fibras son capaces de captar y liberar 5-HT
(Chang y cols., 1989>. También algunas neuronas del GCS contienen y sintetizan 5-
HT (Háppólá, 1988>.
Otra opción que debe ser considerada es la posibilidad de encontrar 5-HT
relacionada con los vasos sanguíneos cocleares, ya que este compuesto está
presente en el torrente circulatorio. La mayoría se encuentra en las plaquetas,
aunque una pequeña parte aparece libre en el plasma (Anderson y cols., 1987;
Kumar y cols., 1990; Pussard y cols., 1996>.
Estudios recientes de nuestro laboratorio (Gil-Loyzaga y cols., 1997a> han
identificado fibras serotoninérgicas proyectan a la cóclea y contactan con las CCIs y
las CCEs. La distribución en la cóclea de estas fibras no corresponde con las fibras
simpáticas, sino que se ajusta más a la del sistema eferente olivococlear. Sin
embargo, presenta diferencias respecto a la distribución de fibras de este sistema,
como son la inervación de ambos tipos de células sensoriales (Fig. 6).
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Figura 5: Esquema de la distribución de las fibras nerviosas aferentes y eferentes en el receptor
auditivo (modificado de Warr, 1992). CCE = células ciliadas externas, CCI = células ciliadas internas,
GE = ganglio espiral, NOL = neurona olivococlear lateral, NOM = neurona olivococlear medial, TC =
túnel de Corti.
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Figura 6: Esquema de los neurotransmisores localizados en el receptor auditivo. Las células ciliadas
internas (CCI) contienen glutamato (Glu) que activa las neuronas aferentes de tipo 1. Estas neuronas
son moduladas por las fibras eferentes olivococleares laterales que contienen: acetilcolina <ACh),
CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina), ácido garnma-aminobutlrico (GASA>,
encefalinas (Enk>, dinorfinas (Dyn) y dopamina (DA). El neurotransmisor que liberan las células
ciliadas externas (OCE) para activar el sistema aferente de tipo II se desconoce en la actualidad. En
el sistema eferente olivococlear medial se ha descrito la presencia de: ACh, CGRP y en el ápex
coclearGASA. Fibras que contienen 5-Hl han sido identificadas contactando con el polo basal de las
CCI y las OCE, pero se desconoce si pertenecen al sistema olivococlear.
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5. FISIOLOGíA DE LA AUDICION
5.1. RECORRIDO DE LA ONDA SONORA
Las ondas sonoras que son captadas por el pabellón auditivo recorren el oído
externo hasta la membrana timpánica y producen su vibración. Esta vibración se
transmite a la cadena de huesecillos del oído medio desde el martillo al estribo. El
estribo, a su vez, hace vibrar la ventana oval, que separa el oído medio del interno,
y en la porción coclear del oído interno, como se comentará más adelante, dichas
vibraciones son transformadas en un mensaje neural que es enviado al sistema
nervioso central (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).
La vibración de la membrana oval genera una onda de presión en la perilinfa
coclear. Esta onda circula por la rampa vestibular desde la base coclear hasta el
ápex, alcanza el helicotrema, zona en que se fusionan las rampas vestibular y
timpánica, y regresa a la base por la rampa timpánica. En la base coclear la onda de
presión es eliminada mediante el desplazamiento de la ventana redonda, en sentido
inverso al de la ventana oval (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).
5.2. ACTIVACION DEL RECEPTOR AUDITIVO
En su recorrido por la rampa timpánica hacia la base coclear, la onda de presión
produce el abombamiento de la membrana basilar, aproximándola a la membrana
tectoria en zonas específicas según la frecuencia de la onda circulante. Las
frecuencias graves producen el movimiento de los segmentos más apicales, las
agudas de los más basales, y a lo largo de la espiral coclear se encuentran
codificadas las frecuencias intermedias. Esta distribución tonotópica de frecuencias
se puede explicar en base a las diferencias morfológicas entre la base y el ápex
cocleares. Uno de los factores más determinantes es la estructura de la propia
membrana basilar, que es progresivamente más delgada y larga a medida se
avanza hacia el ápex coclear (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).
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Se considera que la estructura del receptor, y concretamente de la membrana
basilar, constituye un filtro pasivo de la frecuencia de la onda sonora. Existe un
segundo filtro activo debido a las CCEs. Las CCEs de la región del receptor que se
desplaza por la llegada de la onda sonora son presionadas contra la membrana
tectoria. Los estereocilios más externos de estas células, que están anclados en la
membrana tectoria, modifican su inclinación, y arrastran a los estereocilios menores.
Este movimiento produce la apertura de canales iónicos en la superficie apical de
las células y su activación. La activación de las CCEs provoca rápidas
contracciones de las mismas, que permiten la amplificación de la señal en la zona
central del segmento del receptor estimulado por la onda sonora, es decir aumentan
la selectividad frecuencial (LePage, 1989; Dulon y Aran, 1990; Cor’Mn y Warchol,
1991; Fuchs, 1992; Gil-Loyzagay Pujol, 1993>.
Mientras que la frecuencia de la onda recibida queda reflejada en la cóclea por
el movimiento selectivo de un pequeño segmento de membrana basilar, la
intensidad de la onda se refleja en la anchura de dicho segmento. Por lo tanto, a
intensidades elevadas disminuye la discriminación frecuencial (Gil-Loyzaga y Pujol,
1993).
5.3. ACTIVACION DE LAS CELULAS CILIADAS INTERNAS
La aproximación de la membrana basilar hacia la tectoria debido a la
circulación de la onda sonora por la perilinfa de la rampa timpánica produce el
movimiento del OC, y concretamente de las CCIs, hacia la membrana tectoria. Las
OCís desplazadas por cada frecuencia recibida son pocas debido a los dos filtros
antes citados (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).
Los estereocilios de las COIs desplazadas son inclinados por la corriente de
endolinfa que se genera entre la membrana tectoria y el receptor debido al
movimiento de la membrana basilar Al igual que en las CCEs, el desplazamiento de
los estereocilios en determinada dirección conlíeva la apertura de canales iónicos y
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la activación celular, que a su vez se traduce en la liberación del neurotransmisor
glutamato por su polo basal (Dulon y Aran, 1990; Corwin y Warchol, 1991; Fuchs,
1992; Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993>.
5.4. ACTIVACION DE LAS NEURONAS AFERENTES Y LA VÍA AUDITIVA
ASCENDENTE
El giutamato liberado por las CCIs actúa sobre receptores específicos
localizados en la membrana de las dendritas de las neuronas aferentes tipo 1 y
produce su activación. A su vez la activación de las CCEs se refleja en la activación
de las neuronas aferentes tipo II, aunque el neurotransmisor que media este
proceso aún no está plenamente establecido (Gil-Loyzaga y Pujol, 1993>.
Las neuronas aferentes proyectan sobre los núcleos cocleares, que son la
primera estación de relevo en la vía auditiva. Desde los núcleos cocleares, el
mensaje auditivo circula por la vía auditiva ascendente realizándose contactos
sinápticos en varios núcleos (COS, lemnisco lateral, colículo inferior y cuerpo
geniculado medial del tálamo) hasta alcanzar la corteza auditiva (Uziel, 1985c;
Irvine, 1986; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993; Gil-Loyzaga, 1995>.
5.5. MODULACIÓN DEL MENSAJE AUDITIVO POR LAS NEURONAS
EFERENTES
De los distintos núcleos que constituyen la vía auditiva ascendente parten
fibras nerviosas que contactan con estructuras inferiores y constituyen la vía
auditiva descendente. Estas fibras nerviosas modulan la información ascendente a
distintos niveles de la vía auditiva (Aran y Harrison, 1985; Irvine, 1986; Gil-Loyzaga
y Pujol, 1993).
En concreto, entre el tronco cerebral y el receptor auditivo se realiza un circuito
de información. Este circuito lo componen tres fascículos nerviosos: 1) las fibras
aferentes, que comunican las células ciliadas con neuronas de los núcleos
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cocleares, 2> un haz de fibras que comunica las neuronas de los núcleos cocleares
con neuronas del COS (estas fibras son colaterales de los axones ascendentes que
parten de los núcleos cocleares y proyectan al colículo inferior contralateral> <Cant y
Casseday, 1986; Thompson y Thompson, 1991; Eybalin, 1993) y 3) las fibras
eferentes olivococleares, que comunican neuronas del COS con las dendritas
aferentes tipo 1 o las CCEs.
III. LOS RECEPTORES VESTIBULARES
1. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES VESTIBULARES
Los receptores vestibulares son de dos tipos: las máculas u órganos otolíticos y
las crestas. Las máculas constituyen superficies ovaladas sobre el suelo del século
y el utrículo (Figs. 7 y 8). Tienen una orientación relativa perpendicular entre sí: la
mácula utricular es horizontal y la sacular vertical. Las máculas son sensibles a las
aceleraciones lineales y a la atracción de la gravedad. Las crestas son repliegues
del suelo de las ampollas perpendiculares a la luz de los canales semicirculares.
Son sensibles a las aceleraciones angulares (Sans y Raymond, 1985; Sans, 1993>.
Ambos epitelios sensoriales constan de células de soporte y células
sensoriales. En las máculas, el epitelio sensorial constituye una superficie plana y
en las crestas se distribuye a lo largo de la superficie externa de las mismas,
quedando en el interior de las crestas las fibras nerviosas (Sans y Raymond, 1985)
(Figs. 7 y 8).
Las células sensoriales, al igual que en el receptor auditivo son de dos tipos: 1,
con forma de matraz, y II, alargadas. Ambos tipos presentan en su superficie apical
estereocilios dispuestos en varias hileras paralelas constituyendo un hexágono y
anclados a una placa cuticular. Estos estereocilios se encuentran libres entre si,
pero el espacio que los separa es muy pequeño. A diferencia de las células ciliadas
del receptor auditivo, las células ciliadas del vestíbulo tienen además un
3=
quinetocilio, o cilio verdadero, extrínseco al penacho de estereocilios, que está
unido a los estereocilios adyacentes mediante finas trabéculas. Las hileras de
estereocilios tienen una longitud creciente según se encuentran más próximas al
quinetocilio (Sans y Raymond, 1985).
Sobre los epitelios sensoriales del vestíbulo se localizan unas estructuras
gelatinosas de composición semejante a la membrana tectoria coclear (Gil-Loyzaga
y cols., 1985; Gil-Loyzaga, 1997): la membrana otoconial sobre los epitelios
maculares y la cúpula sobre las crestas (Figs. 7 y 8). La membrana otoconial está
anclada al epitelio de las máculas por estrechos filamentos. En su zona inferior hay
unos alvéolos en los cuales penetran los cilios de las células sensoriales,
contactando con la membrana otoconial únicamente los quinetocilios (Sans, 1993).
Sobre su superficie superior se encuentran cristales de carbonato cálcico que se
denominan otoconias (Fig. 8). Las cúpulas están ancladas por sus extremos
inferiores a las células de soporte de las crestas mediante finos filamentos. Por el
extremo superior se fijan al techo de las ampollas, de manera que se forma un
tabique que es flexible y permite el flujo de endolinfa en algunos puntos (Sans y
Raymond, 1985). Al igual que en las máculas, los quinetocilios de las células
sensoriales de las crestas contactan con la superficie inferior de las cúpulas (Sans y
Raymond, 1985; Sans, 1993).
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Figura 7: Esquema de un corte transversal de una ampolla vestibular. En su interior se Observa el
epitelio sensorial (cresta) recubierto por la cúpula.
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FIgura 8: Esquema de un corte transversal del utrículo o el século vestibulares. En su interior se
observa el epitelio sensorial (mácula) recubierto por la membrana otoconial.
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2. INERVACION DEL VESTíBULO
El vestíbulo, al igual que la cóclea, recibe tres tipos de inervaciones: aferente,
que proyecta al sistema nervioso central, eferente, proveniente del sistema nervioso
central, y simpática.
2.1. INERVACION AFERENTE
Las neuronas aferentes son bipolares. Sus cuerpos celulares se encuentran en
el ganglio vestibular o de Scarpa, que realmente está constituido por dos masas
ganglionares independientes situadas en segmentos distintos del conducto auditivo
interno. Las neuronas de la masa ganglionar superior proyectan a las crestas
ampulares de los conductos semicirculares superior y lateral, a la mácula utricular y
a una parte de la mácula sacular. Mientras que las de la inferior proyectan a la
cresta del canal semicircular posterior y a una parte de la mácula sacular (Kahle,
1995).
Los axones de las neuronas aferentes forman el nervio vestibular y proyectan a
los núcleos vestibuiares, en el tronco cerebral (Brodal, 1981; Sans y Raymond,
1985>. Las dendritas vestibulares aferentes contactan con la base de las células
ciliadas. Las terminaciones que contactan con las células ciliadas tipo 1 las
envuelven formando cálices. Entre las células ciliadas tipo 1 y estas dendritas se
constituyen sinapsis conjugadas, es decir, la célula ciliada libera un neurotransmisor
por su zona basal que actúa sobre la fibra aferente, y la dendrita ibera un
neurotransmisor en la zona apical que actúa sobre la célula ciliada. Las
terminaciones aferentes que proyectan a las células ciliadas tipo II son de tipo botón
terminal (Sans y Raymond, 1985; Sans, 1993; Lysakowski y Goldberg, 1997; Ross,
1997) (Fig. 9).
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2.2. INERVACION EFERENTE
Las fibras nerviosas eferentes que alcanzan los receptores vestibulares tienen
sus cuerpos celulares en el tronco cerebral, distribuidos bilateralmente en una
región localizada entre los núcleos vestibulares y abducens (Gacek y Lyon, 1974;
Warr, 1975; Goldberg y Fernández, 1980; White y Warr, 1983; Dechesne y cols.,
1984; Shumilina y cols., 1986; Schwarz y cols., 1986; Parker y cols. 1988; Perachio
yKevetter, 1989; Tanakaycols., 1989; Ohnoycols. 1991; Marco ycols., 1996).
Los axones del sistema eferente vestibular (SEV) contactan en el receptor
periférico, con los cálices de las aferentes que envuelven las células ciliadas tipo 1
y/o con el polo basal de las células ciliadas tipo II (Brodal, 1981; Sans y Raymond,
1985; Sans, 1993; Lysakowski y Goldberg, 1997) (Fig. 9).
El papel funcional del SEV no ha sido aclarado aún, aunque se ha sugerido que
tiene un efecto modulador sobre la vía aferente, actuando sobre las células ciliadas
tipo II o sobre los cálices aferentes. Sin embargo, aún se discute si su efecto es
inhibidor o activador, ya que se han obtenido resultados opuestos en distintas
especies (Sans y Raymond, 1985).
2.3. INERVACION SIMPATICA
Las fibras simpáticas que proyectan al vestíbulo, al igual que las que proyectan
a la cóclea, tienen una distribución periférica doble. Un grupo se localiza alrededor
de los vasos sanguíneos y otro es independiente de éstos y termina bajo los
epitelios sensoriales de las máculas y las crestas. Estas fibras se identificaron
inicialmente usando el método de histofluorescencia de Falck y Hillarp (Spoendlin y
Lichtensteiger, 1966; Terayama y cols., 1973; Densert, 1 975b), y mediante
microscopia electrónica (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966; Densert, 1975b).
Posteriores estudios inmunocitoquimicos, tanto a microscopia óptica y electrónica,
(Hozawa y Kimura, 1989; Ylikoski y cols., 1989; Hozawa y cols., 1991; Hozawa y
Takasaka, 1 993a> mostraron la presencia de fibras inmunorreactivas cuando se
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util izaron anticuerpos contra TH y DBH en ambas localizaciones periféricas, lo cual
corrobora la distribución doble de las fibras simpáticas vestibulares. Recientemente,
también se ha observado una inmunorreactividad similar en el saco endolinfático
(Hozawa y cols., 1991; Hozawa y Takasaka, 1 993b).
El origen de estas fibras se ha establecido en el GCS ipsilateral. Así lo
demuestran los estudios realizados tras simpatectomía quirúrgica (Terayama y cols.,
1973; Densert, 1975b; Hozawa y Kimura, 1989), y el empleo de un anticuerpo contra
DBH como trazador retrógrado (Hozawa y Kimura, 1989).
3. NEUROTRANSMISORES DEL VESTíBULO
El neurotransmisor implicado en las sinapsis entre las células ciliadas y las
fibras aferentes parece ser un neurotransmisor excitador como el glutamato y/o el
aspartato (Demómes y cols., 1984, 1990; Sans, 1993; Harper y cols., 1995; Fujita y
cols., 1994; Smith y Darlington, 1996; Usami y Ottersen, 1996). Por otra parte, el
neurotransmisor liberado por las fibras aferentes y que actúa sobre las células
ciliadas también podría ser el glutamato (Sans, 1993) (Fig. 10).
Los principales neurotransmisores identificados, mediante inmunocitoquimica o
hibridación in situ, en los cuerpos celulares de las neuronas eferentes vestibulares y
en sus proyecciones periféricas son la ACh (Warr, 1975; Goldberg y Fernández,
1980; Godfrey y cols., 1984; Schwarz y cols., 1986; Perachio y Kevetter, 1989; Ohno
y cols., 1991; McLamb y Park, 1992; Usami y cols., 1995; Smith y Darlington, 1996),
y el péptido CGRP (Perachio y Kevetter, 1989; Silverman y Kruger, 1989; Tanaka y
cols., 1989; Ohno y cols., 1991; Wackym y cols., 1991 a, 1991b; Matsubara y cols.,
1995; Usamí y cols., 1995; Marco y cols., 1996; Scarfone y cols., 1996; Smith y
Darlington, 1996). También se ha descrito la presencia de Met-encefalina, y el
ARNm que la codifica, en las neuronas eferentes vestibulares (Perachio y Kevetter,
1989; (Ryan y cols., 1991b) (Fig. 10).
40
Quínetocjlio
E st ere Jios
Fibras eferentes
CÚPULA
MEMBEANA
O TOCONA>
Celulas Ce soQorle
MAC¿LA/OP ES?>
Figura 9: Esquema de los epitelios sensoriales del vestíbulo y de su inervación. Se distinguen dos
tipos de células sensoriales: de tipo 1 y de tipo Ii. Las terminaciones aferentes que contactan con las
primeras tienen forma de cáliz, mientras que las que contactan con las células de tipo II tienen forma
de botón (modificado de Sans, 1993).
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Figura 10: Esquema de los neurotransmisores localizados en el receptor vestibular. Las células
sensoriales liberan glutamato (Glu), que activa las neuronas aferentes. Las fibras eferentes
contienen: acetilcolina <ACh), péptido relacionado con el gen de la calcitonina <CGRP) y Met-
encefalina (Met-Enk). El ácido gamma-aminobut[rico (GABA) ha sido descrito por distintos autores en
las células sensoriales, las dendritas aferentes y las fibras eferentes. Las dendritas aferentes tipo 1
liberan Glu y/o GABA por su zona apical como mecanismo de retrocontrol.
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La localización de GABA o su enzima de síntesis en la periferia vestibular
resulta mucho más confusa. En distintos mamíferos se observa inmunorreactividad
positiva en las células ciliadas, los cálices aferentes o en las fibras eferentes (Usami
y cols., 1987; López y cols., 1990; 1992; Matsubara y cols., 1995; Smith y
Darlington, 1996) (Fig. 10>.
4. LAS MONOAMINAS EN EL VESTíBULO
Los estudios inmunocitoquimicos mencionados en el apartado anterior
destinados a identificar las enzimas implicadas en la síntesis de NA (Hozawa y
Kimura, 1989; Ylikoski y cols., 1989; Hozawa y cols., 1991; Hozawa y Takasaka,
1993a, 1993b) permiten sugerir la presencia de este neurotransmisor en las fibras
simpáticas vestibulares, sin descartar la presencia de DA. A diferencia de la NA, en
el momento actual, no existe ninguna evidencia de la presencia de DA o 5-HT en el
vestíbulo.
5. FISIOLOGíA VESTIBULAR
El vestíbulo transforma las aceleraciones a las que se encuentra sometido un
organismo en un mensaje neural que es enviado al sistema nervioso central,
obteniéndose información de la posición estática de la cabeza, así como de sus
desplazamientos. Las aceleraciones lineales estimulan las máculas, mientras que
las aceleraciones angulares estimulan las crestas.
Los movimientos de la cabeza producen el desplazamiento de la endolinfa que
se encuentra en el interior del laberinto membranoso vestibular. Este
desplazamiento a su vez genera el desplazamiento de las cúpulas y las membranas
otoconiales arrastrando los estereocilios de las células ciliadas (Sans y Raymond,
1985; Sans, 1993>. El desplazamiento de los estereocilios hacia el quinetocilio
conlíeva la apertura de canales iónicos en la superficie apical de las células ciliadas
y su activación (Pickles y Corey, 1992>. Esta activación se traduce en la liberación
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de un neurotransmisor (glutamato y/o aspartato) por el poío basal de las células
ciliadas (Sans y Raymond, 1985; Sans, 1993).
El neurotransmisor liberado por las células ciliadas actúa sobre receptores
específicos en la membrana de las dendritas aferentes produciendo su
despolarización y la transmisión del mensaje a los núcleos vestibulares (Sans y
Raymond, 1985; Sans, 1993>. Desde estos núcleos parten proyecciones a distintos
centros nerviosos: la médula espinal, el cerebelo, la corteza cerebral a través del
tálamo, los núcleos oculomotores y la formación reticular (Brodal, 1981; Sans y
Raymond, 1985>.
A su vez, estos centros nerviosos envían información a los núcleos
vestibulares. Y al igual que en la cóclea, existe un sistema de retrocontrol
procedente de los núcleos vestibulares eferentes (Brodal, 1981; Sans y Raymond,
1985). Además se ha sugerido la existencia de un segundo sistema de control local
debido a la liberación de un neurotransmisor por las propias dendritas aferentes, el
cual modula el estado de las células ciliadas (Sans, 1993).
IV. LAS MONOAMINAS EN EL SISTEMA NERVIOSO
En la presente Memoría de Tesis Doctoral se analízan tres monoamínas dos
catecolaminas, la DA y la NA, y una indolamina, la 5-HT. En este apartado se
expone el metabolismo de estos compuestos y su modo de actuación en el sistema
nervioso.
1. LAS CATECOLAMINAS EN EL SISTEMA NERVIOSO
1.1. BIOSíNTESIS Y SECRECION
En las neuronas dopaminérgicas la DA (3,4-dihidroxifeniletilamina> se sintetiza
a partir del aminoácido tirosina circulante, el cual se obtiene de la dieta o del
metabolismo hepático de la fenilalanina. La enzima TH, que es el paso limitante
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sujeto a regulación, convierte la tirosina en dihidroxifenilalanina <L-DOPA), la cual
es transformada en DA mediante la enzima decarboxilasa de aminoácidos
aromáticos (MD>. En las neuronas noradrenérgicas la DA es posteriormente
convertida en NA (j3-hidroxi-3,4-dihidroxifeniletilamina> mediante la enzima DBH
(Miras-Portugal, 1 985a; Costentin, 1986; Alonso-Solis, 1993) (Fig. 11).
La DA es sintetizada mediante enzimas citosólicas y almacenada en vesiculas
sinápticas. En esas vesículas se realiza la transformación de DA en NA en las
neuronas noradrenérgicas. Las vesículas sinápticas migran a lo largo de los axones
hasta los botones terminales. Cuando estas neuronas son despolarizadas, las
vesículas sinápticas se fusionan con la membrana plasmática y el neurotransmisor
es liberado a la hendidura sináptica (Miras-Portugal, 1985a, 1985b; Alonso-Solis,
1993).
1.2. ACCION POSTSINAPTICA
Las catecolaminas liberadas al espacio sináptico actúan sobre receptores
específicos localizados en la membrana de la neurona postsináptica. En la
actualidad se distinguen cinco tipos de receptores dopaminérgicos (Dl, D2~ y D2L,
D3, D4 y D5 o Dl B) y cinco tipos de receptores adrenérgicos (al, a2, [31,132 y 133)
dentro de los cuales, a su vez, se han identificado subtipos. Estos receptores
presentan diferentes estructuras, perfiles farmacológicos, localizaciones y
mecanismos de acción.
Los cinco tipos de receptores dopaminérgicos identificados en la actualidad
pueden agruparse en dos subfamilias según sus características estructurales y
farmacológicas: receptores tipo Dl (Dl y D5> y receptores tipo D2 <D2, D3 y D4>.
Todos ellos parecen ser receptores acoplados a proteínas G, ya que su estructura
molecular presenta siete a-hélices transmembrana unidas por lazos intra y
extracelulares, el extremo amino terminal extracelular y una cola carboxi-terminal
intracelular (Reisine, 1992; Lefkowitz y cols., 1993; O’Dowd, 1993; Strange, 1993;
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Plgura 11: Ruta biosintética de catecolaminas. L-DOPA = L-dihidroxifenilalanina
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Strader y cols., 1994). Se ha sugerido que la zona de interacción con las proteínas
G implica el tercer lazo intracelular y el extremo carboxi-terminaí. Los receptores
tipo Dl presentan el tercer lazo intracelular corto y una cola carboxi-terminal larga,
mientras que en los tipo D2 el tercer lazo intracelular es largo y la cola carboxi-
terminal corta, lo cual refleja el acoplamiento a distintas proteínas G. Los receptores
tipo Dl interaccionan con proteínas Gs, que activan la adenilato ciclasa
produciendo un aumento de AMPc intracelular. Al contrario, los receptores D2 están
acoplados a proteínas Gi, que producen una inhibición de la adenilato ciclasa y por
lo tanto una disminución del AMPc intracelular. El mecanismo de transducción de
los receptores D3 y D4 aún se encuentra en estudio. Además del efecto sobre la
adenilato ciclasa, se han descrito otras vías alternativas de transducción intracelular
de la señal que dependen del tipo de receptor (Vallar y Meldolesi, 1989; Grandy y
Civelli, 1992; Reisine, 1992; Sibley y Monsma, 1992; Strange, 1993, 1994; Castro y
Strange, 1993; Civelli y cols., 1993; Gingrich y Caron, 1993; O’Dowd, 1993; Seeman
y Van Tol, 1994; Sokoloff y Schwartz, 1995>.
Los receptores adrenérgicos también están acoplados a proteínas O: los 13-
adrenérgicos a proteínas Gs, los al a proteínas Gq que activan la fosfolipasa C que
produce diacilglicerol e inositol trifosfato como segundos mensajeros celulares, y los
a2 a proteínas Gi (Fisher y cols., 1992; Reisine, 1992; Lefkowitz y cols., 1993;
Bloom, 1996>.
1.3. DEGRADACION
El mecanismo fundamental para finalizar la transmisión monoaminérgica
consiste en la recaptación del neurotransmisor mediante proteinas transportadoras
específicas. Esta recaptación se realiza desde el espacio sináptico hacia las
neuronas presinápticas o las células gliales (Amara y Kuhar, 1993; Giros y Caron,
1993; Lester y cols., 1994). Las catecolaminas, tras ser recaptadas, pueden ser
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almacenadas de nuevo en vesículas sinápticas en la neurona presinéptica o
degradadas obteniéndose metabolitos inactivos. El catabolismo intracelular se lleva
a cabo en las mitocondrias mediante la enzima monoamino oxidasa (MAO). Existe
además una segunda vía de degradación extraneuronal, que tiene lugar en el
espacio sináptico, en la cual está implicada fundamentalmente la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT> (Kopin, 1985; Miras-Portugal, 1985c; Wood y Altar, 1988).
En el catabolismo de la DA, la vía principal de degradación produce ácido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) como producto de la MAO mitocondrial. La segunda
vía extraneural tiene como metabolito intermedio la 3-metoxitiramina, producto de la
COMT. Ambas vías convergen en la producción de ácido 4-hidroxi-3-
metoxifenilacético u homovanilico (HVA) en el espacio extracelular (Fig. 12). La
existencia de estas dos vías permite considerar la cantidad de DOPAC como un
índice de la recaptación presináptica de DA, y la cantidad de HVA como un índice
de la degradación total de DA (Jonason y Rutledge, 1968; Kopin, 1985; Westerink,
1985; Saligaut y cois., 1986; Wood y Altar, 1988; Cumming y cols., 1992>.
En el catabolismo de la NA, la vía mitocondrial produce como principal producto
el ácido 3,4-dihidroximandélico (DOMA>. Tras la degradación por las vías intra y
extraneuronales, los metabolitos finales que se obtienen en mayor concentración a
partir de NA son el ácido 4-hidroxi-3-metoximandélico o ácido vanililmandélico
(VMA) y el 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol (MHPG> (Jonason y Rutledge, 1968; Kopin,
1985; Miras-Portugal, 1985c) (Fig. 13).
1.4. REGULACION DE LAS NEURONAS CATECOLAMINERGICAS
La síntesis y la liberación de catecolaminas depende diversos factores, como
son la disponibilidad del precursor, la actividad de las neuronas catecolaminérgicas
y las influencias hormonales, de factores de crecimiento y de otros
neurotransmisores (Langer, 1981; Chesselet, 1984; Chéramy y cols., 1986; Acworth
y cols., 1988; Raynaud y cola, 1988; Alonso-Solis, 1993>.
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Además, la DA y la NA actúan como inhibidores de la TH. Cuando la
concentración de catecolaminas aumenta en el terminal sináptico, debido a una
disminución en la actividad de las neuronas catecolaminérgicas y por consiguiente a
una disminución en la liberación del neurotransmisor, la síntesis de nuevas
moléculas disminuye (Miras-Portugal, 1 985a; Alonso-Solis, 1993).
Otro mecanismo de regulación de la síntesis y la liberación de catecolaminas
se debe a la existencia de autorreceptores en las membranas presinápticas. Estos
autorreceptores son receptores catecolaminérgicos que cuando son activados por el
neurotransmisor presente en el espacio sináptico inhiben la liberación y la síntesis
de dicho neurotransmisor. Los autorreceptores que se han identificado en las
membranas presinápticas de neuronas catecolaminérgicas son: D2 y D3 en las
neuronas dopaminérgicas y a2 en las noradrenérgicas (Farnebo y Hamberger,
1971; Langer, 1977, 1981; Skirboll y cols., 1979; Westfall y cols., 1982; Chesselet,
1984; White y Wang, 1984; Parker y Cubeddu, 1985; llíes, 1986; Galloway y cols.,
1986; Altar y cols., 1987; Mayer y cols., 1988; Racké y cols., 1986; Wood y Altar,
1988; Starke y cols., 1989; Bulloch y Starke, 1990; Palij y cols., 1990; Timmerman y
cols., 1990; Alonso-Solis, 1993; Civelli y cols., 1993).
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Figura 12: Ruta catabálica de la dopamina. cOMT = catecol-O-metiltransferasa, MAO = monoamino
oxidasa.
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2. LA SEROTONINA EN EL SISTEMA NERVIOSO
2.1. BIOSíNTESIS Y SECRECION
En las neuronas serotoninérgicas la 5-HT es sintetizada a partir de triptófano
mediante dos reacciones enzimáticas. La enzima triptófano hidroxilasa, que es el
paso limitante sujeto a regulación, transforma el triptófano en 5-hidroxitriptófano,
que es descarboxilado y transformado en serotonina mediante la enzima AAD
<Culebras-Poza, 1985; Alonso-Solis, 1993; Sanders-Bush y Mayer, 1996> (Fig. 14).
La 5-HT sintetizada es almacenada en vesículas sinápticas. Estas vesículas se
fusionan con la membrana plasmática debido a la llegada del impulso nervioso y
liberan el neurotransmisor es liberado al espacio sináptico (Culebras Poza, 1985;
Alonso-Solis, 1993).
2.2. ACCION POSTSINAPTICA
Como el resto de los neurotransmisores, la 5-HT tras ser liberada al espacio
sináptico actúa sobre receptores específicos localizados en la membrana de la
neurona postsináptica. Se han descrito varios tipos de receptores serotoninérgicos
(5-HT1, 5-HT2, 5-MT3, 5-HT4, 5-MT5, 5-MT6 y 5-HT7>, que a su vez presentan con
varios subtipos.
Todos los receptores serotoninérgicos, excepto los 5-HT3, tienen la estructura
característica de los receptores ligados a proteínas G, es decir presentan siete
dominios transmembrana. Los receptores 5-MT3 son ionotrópicos y presentan
cuatro dominios transmembrana en cada una de sus subunidades. Los receptores
5-HT1 producen una disminución del AMPc intracelular entre otros efectos, los 5-
MT2 utilizan como vía de transducción la formación de inositol trifosfato y
diaclíglicerol, los 5-MT3 modifican la permeabilidad catiónica y los 5-MT4, 5-MT6 y
5-MT7, producen un aumento del AMPc intracelular. Los receptores 5-HTSA
parecen inhibir la adenilato ciclasa, pero el mecanismo de acción de los receptores
5-MT5 se encuentra aún en estudio. (Julius, 1991; Fisherycols., 1992; Hartigy
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Figura 14: Rutas biosintética y catabólica de la serotonina.
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cols., 1992, 1996; Oksenberg y cols., 1992; Reisine, 1992; Hope y cols., 1993;
Boess y Martin, 1994; Hoyer y cols., 1994; Martin y Humprey, 1994; Baxter y cois.,
1995; Sanders-Bush y Mayer, 1996; Buhot, 1997).
2.3. DEGRADACION
Al igual que las catecolaminas, la mayor parte de la 5-MT liberada al espacio
sináptico es captada de nuevo por el terminal presináptico o por las células gliales
acompañantes. Este proceso de captación del neurotransmisor se lleva a cabo por
un mecanismo activo que implica un transportador localizado en la membrana
celular. (AmarayKuhar, 1993; GirosyCaron, 1993; Lesterycols., 1994).
Tras ser recaptada, la 5-MT puede ser almacenada de nuevo en vesículas
sinápticas o degradada en las mitocondrias mediante la MAO, produciéndose como
metabolito final ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA). Se han descrito también otras
vías de degradación minoritarias (Saligaut y cols., 1986; Culebras Poza, 1985;
Cumming y cols., 1992; Alonso-Solis, 1993; Sanders-Bush y Mayer, 1996>.
2.4. REGULACION DE LAS NEURONAS SEROTONERGICAS
De forma similar a las neuronas catecolaminérgicas, la síntesis y la liberación
de 5-MT está controlada por distintos mecanismos: la disponibilidad de triptófano, la
actividad de las neuronas serotoninérgicas, la concentración intraneuronal de 5-MT
y las influencias hormonales, de factores de crecimiento y de otros
neurotransmisores (Chesselet, 1984; Culebras Poza, 1985; Alonso-Solis, 1993).
Otro importante mecanismo de regulación de la síntesis y la liberación de 5-MT
se basa en la existencia de autorreceptores presinépticos, que inhiben la síntesis y
la liberación de 5-MT. Solamente algunos subtipos de receptores 5-HT1 han sido
identificados en las membranas presinápticas funcionando como autorreceptores
(Chesselet, 1984; Auerbach y cols., 1989; Starke y cols., 1989; Alonso-Solis, 1993;
Starkey y Skingle, 1994; Sanders-Bush y Mayer, 1996>.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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De la Introducción previa se deduce que son numerosos los neurotransmisores
que han sido involucrados en la fisiología coclear y vestibular. Entre ellos se
distinguen fundamentalmente neurotransmisores que han sido implicados en la
transmisión de los mensajes auditivo y del equilibrio hasta el sistema nervioso
central, y otros neurotransmisores implicados en la modulación de dichos mensajes.
Las monoaminas dopamina (DA), noradrenalina (NA) y serotonina (5-MT)
actúan como neurotransmisores en diversas áreas del sistema nervioso. Sin
embargo los conocimientos que poseemos en la actualidad acerca del papel de
estos compuestos en el oído interno son escasos.
De estas tres monoaminas, la NA ha sido la más estudiada, sobre todo
mediante técnicas morfológicas, identificándose su localización coclear y vestibular.
No obstante, su metabolismo y su fisiología están en fase de estudio.
Concretamente, se ha sugerido que pueda participar en el control del flujo
sanguíneo del oído interno y en la modulación de las fibras aferentes cocleares,
aunque se desconoce si su concentración sufre modificaciones en función de la
estimulación sonora.
La presencia de DA en la cóclea fue identificada por primera vez por nuestro
grupo mediante técnicas de HPLC (Gil-Loyzaga y Parés-Herbuté, 1986, 1989).
Posteriormente la DA ha sido localizada indirectamente, a través de las enzimas
implicadas en la síntesis de catecolaminas, en las fibras eferentes cocleares. No
obstante, al inicio de esta Memoria de Tesis Doctoral no se conocía ningún papel
funcional para la DA, aunque se había sugerido que podía participar en la
modulación auditiva.
La serotonina ha sido recientemente localizada en la cóclea por métodos
inmunocitoquimicos (Gil-Loyzaga y cols., 1997>. Sin embargo, su papel funcional
permanece sin dilucidarse.
Por otra parte, la presencia de DA y 5-HT no ha sido descrita previamente en el
receptor vestibular.
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La presente Memoria pretende avanzar en el conocimiento del papel fisiológico
de las monoaminas NA, DA y 5-MT en el oído interno. Sus objetivos concretos son:
1. Desarrollar un método que permita analizar las concentraciones de
monoaminas cocleares excluyendo las que provienen del torrente circulatorio.
2. Analizar el efecto que produce la estimulación acústica sobre el metabolismo
de estas monoaminas en la cóclea.
3. Anal izar la proporción de estas monoaminas que procede del ganglio
cervical superior frente a las procedentes de otras fuentes: sistema eferente
olivococlear, torrente sanguíneo, ganglio estrellada, etc..
4. Cuantificar las concentraciones basales de estas monoaminas en el
vestíbulo.
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MATERIAL Y METODOS
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1. ANIMALES
Los estudios incluidos en la presente Memoria de Tesis Doctoral han sido
realizados en dos cepas de ratas: ratas Long-Evans <pigmentadas) y ratas Wistar
(albinas). Se han seleccionado dos cepas con distinta pigmentación con el fin de
identificar posibles modificaciones en las concentraciones de monoaminas en el
oído interno relacionadas con la pigmentación. De hecho, en los núcleos cocleares
y los núcleos vestibulares se han observado diferencias en las concentraciones de
monoaminas entre animales pigmentados y albinos <Cransac y cols., 1996), y en la
cóclea estudios previos han descrito diferencias en la concentración de NA <Rarey y
cols., 1982). Por otra parte, los animales albinos presentan alteraciones congénitas
de la audición (Bock y Steel, 1984; Moore y Kowalchuk, 1988>.
Se han empleado animales machos y hembras adultos, de aproximadamente
200 g de peso, que fueron analizados entre las 1O:OOh y las 12:OOh, ya que las
hormonas sexuales, la edad y los ritmos circadianos afectan la síntesis, liberación y
recaptación de monoaminas en distintas áreas del sistema nervioso (Dluzen y
Ramírez, 1985; Esquifino y cols., 1987; Arbogast y Voogt, 1991; Gayrard y cols.,
1992; Castner y cols., 1993; Cerrito y cols., 1993; McDermott, 1993; Morissette y Di
Paolo, 1993; Pasqualini y cols., 1993; Rastegar y cols., 1993). Asimismo, se ha
descrito que la cóclea humana posee mayor longitud en los machos (Sato y cols.,
1991) y que tanto el sexo como la edad afectan la actividad coclear (Jerger y Malí,
1980; Church y cols., 1984; Shaw, 1988).
Los animales se obtuvieron de Charles River (USA) o del Animalario Central de
la U.C.M.. Hasta ser analizados, fueron estabulados en habitaciones con
temperatura controlada (22 ±10C) y ciclos de luz-oscuridad de 12h (luz a partir de
las 08:OOh). En todo momento tuvieron libre acceso a agua y comida.
En los distintos trabajos incluidos en la presente Memoria de Tesis Doctoral se
han empleado un total de 201 animales, que fueron distribuidos en varios grupos
según se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1
Resumen de los animales y procedimientos empleados.
ESTUDIO ANIMALES
Dopamina en la cóclea:
Efecto de la estimulación acústica
Efecto del tratamiento con piribedil
20 machos LE y 20 hembras LE
5 machos y 5 hembras: silencio
5 machos y 5 hembras: 70dB SEt
5 machos y 5 hembras: 90 d.B SPL
5 machos y 5 hembras: 110 dB SPL
24 machos LE tratados con piribedil y
24 machos LE tratados con el vehiculo
6 tratados y 6 controles: silencio
6 tratados y 6 controles: 70 dB SPL
6 tratados y 6 controles: 90 dB SPL
6 tratados yá controles: líO dB SPL
Noradrenalma en la cóclea:
Efecto de la estimulación acústica 24 machos LE* y 24 machos Wistar
6 LE y 6 Wistar sin perfusión aórtica: silencio
6 LE y 6 Wistar sin perfusión aórtica: 90 dB SPL
6 LE y 6 Wistar con perfi.isión aórtica: silencio
6 LE y 6 Wístar con perfUsión aórtica: 90 dB SPL
Dopamrna y noradrenalina en la coclea.
Efecto de la GCSx 18 machos LE con GCSx y operación simulada contralateral
6 analizados 4h después de la intervención
6 analizados 24h después de la intervención
6 analizados 6 días después de la intervención
3 machos LE controles
Serotonina en la cóclea
Efecto de la estimulación acústica
Efecto de la GCSx
24 machos LE*
6 sin perfusión aórtica: silencio
6 sin perfusión aórtica: 90 dB SPL
6 con perfusión aórtica: silencio
6 con perfusión aórtica: 90 dB SPL
24 machos LE con GCSx y operación simulada contralateral
12 analizados 24h después deja intervención
12 analizados 6 días después de la intervención
Monoaminas en el vestíbulo 5 machos LE, 5 hembras LE
5 machos Wistar y 5 hembras Wistar
* indica el mismo grupo de animales
LE: Long-Evans
GCSx: ganglionectomia cervical superior
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2. TRATAMIENTO CON PIRIBEDIL
El tratamiento con piribedil (<metilen-dioxi-3-4-bencil)-4-piperacinil-1 )-2-
pirimidina) (laboratorios SERVIER, Francia) se realizó mediante una única inyección
de 2Omg/Kg por vía intraperitoneal. El piribedil es un agonista dopaminérgico que
lleva utilizándose en clínica desde hace tiempo aunque su mecanismo de acción no
está completamente dilucidado. La dosis seleccionada es relativamente baja y se ha
descrito que dicha dosis probablemente sólo actúa sobre los receptores
presinápticos (Corrodi y cols., 1972; Costalí y Naylor, 1973; Ladinsky y cols., 1974;
Kelly y Naylor, 1975).
El piribedil se disolvió en agua destilada a una concentración de 2Omg/ml. El
volumen de administración fue 1 mlIKg. Los animales control recibieron el mismo
volumen del vehículo correspondiente.
Se comprobó que ni el piribedil, ni tres de sus metabolitos, 5-584, 8-3284 y 5-
3473 (laboratorios SERVIER, Francia), eran detectados por el sistema
cromatográfico de medida.
3. GANGLIONECTOMIA CERVICAL SUPERIOR
El ganglio cervical superior izquierdo fue extirpado totalmente en animales de
dos meses de edad, y en el lado derecho se realizó una simulación de la operación.
Las dos cócleas fueron procesadas 4h, 24h o 6 días después de la intervención.
Las dos cócleas de tres animales sin intervención quirúrgica se emplearon como
controles externos, sin ningún tipo de manipulación.
La intervención se llevó a cabo bajo anestesia general con tribromoetanol <25
mg/mí; lml/lOOg peso). Al ganglio se accede a través de una incisión ventral en el
cuello que permite localizar las glándulas salivares. Dichas glándulas se retiran
dejando al descubierto los músculos del cuello. Se realiza una incisión en dichos
músculos, con control al microscopio estereoscópico, hasta observar la bifurcación
de la arteria carótida común. El ganglio cervical superior se localiza entre las ramas
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interna y externa de dicha arteria. En el lado izquierdo se extirpa el ganglio, y en el
derecho se realizan todas las manipulaciones excepto la extirpación, para someter
ambos lados al mismo tipo de stress quirúrgico (Arce, 1994).
Los animales en los que la ganglionectomía es total presentan: 1> ptosis
palpebral ipsilateral en las primeras 12 horas siguientes a la intervención, 2>
retracción palpebral ipsilateral entre las 12 y las 30 horas después de la operación,
y 3) ptosis palpebral ipsilateral irreversible a partir de las 30 horas posteriores a la
intervención (Arce, 1994). Los animales que no presentaron estos signos fueron
descartados del estudio por considerar que se les había practicado solamente una
ganglionectomía parcial.
4. ESTIMULACION ACUSTICA
La estimulación acústica se realizó en una cabina insonorizada diseñada
específicamente para nuestro laboratorio. Dicha cabina insonorizada esté
construida con panel acústico Stoc ST-PA-80, formado por una chapa galvanizada
de 1,2 mm, dos paneles acústicos de lana mineral de 80 mm de espesor, y
terminado interiormente con una chapa galvanizada perforada. La base está
formada por una chapa de 5 mm de espesor El interior está recubierto con espuma
de poliuretano en forma de pirámide de 50 mm de altura total. La puerta de acceso
es una puerta acústica, con doble cierre de presión y junta para realizar un cierre
hermético. La cabina se encuentra montada sobre cuatro amortiguadores de muelle
de cuero para evitar la transmisión de las frecuencias graves. Esta cabina está
colocada en una habitación con doble pared y aislamiento acústico entre ambas. En
estas condiciones la intensidad de sonido que se detecta en su interior es menor de
20dB SPL (determinados con un sonómetro SI-1 31A, Promax). Esta es la situación
que consideramos como silencio en nuestros estudios.
Los animales fueron sometidos a ruido blanco (ruido que incluye frecuencias
desde 200 hasta 10.000Hz) de distintas intensidades: 70, 90 o 110dB SPL, o
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mantenidos en silencio durante una hora. El ruido blanco fue producido por un
generador de funciones Elit 815 (Italia) conectado a un amplificador Technics SU-
VZ220 (Japón). Este procedimiento se llevó a cabo bajo anestesia general con
uretano al 28% (plv> por vía intraperitoneal (0,7m1 1 lOOg peso).
Los animales a los que se extrajeron los vestíbulos fueron mantenidos en
silencio durante la hora previa a la obtención de las muestras. Este proceso se
realizó para evitar posibles interferencias del ruido en la fisiología vestibular, lo cual
ha sido descrito previamente (Cazals, 1983; Cazals y cols., 1983, 1987>.
En el estudio en que se analiza el efecto del tratamiento con piribedil, los
animales fueron sometidos a silencio o estimulación acústica una hora después de
la administración del fármaco. Mientras que los animales a los que se practicó la
ganglionectomía fueron mantenidos en silencio durante una hora antes de la
extracción de las cócleas.
5. PERFUSION INTRACARDIACA
Debido a la elevada concentración de 5-HT presente en la sangre y
fundamentalmente en las plaquetas (Anderson y cols., 1987; Kumar y cols., 1990;
Pussard y cols., 1996> desarrollamos un método para cuantificar las
concentraciones de 5-MT y 5-HIAA cocleares no procedentes del torrente
circulatorio, el cual consistió en someter a los animales a perfusión aórtica para
eliminar la sangre que irriga la cóclea.
Se analizaron distintas condiciones de perfusión: 1) temperaturas de 37, 26 o
4oC, 2) flujos de 120, 55 o 4,5 mllmin con bomba peristáltica o caída por gravedad,
3) tiempos de 10, 8, 4 y 2 mm, 4) clampado de la aorta descendente y 5)
disoluciones compuestas por ácido perclórico, cloruro sódico al 0,9%, tampón
fosfato salino (PBS> 0,1M (pH=7,4> o tampón citrato 0,1 M con 20g/l de glucosa
(pM=7,4 o 4,8>. En estas distintas condiciones se analizaron tres parámetros: 1) la
presencia de sangre en las arterias estapediales, que bordean el estribo del oído
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medio, y en el cerebro, 2) la existencia de alteraciones orgánicas, debidas a la
perfusión (por ejemplo, edemas generalizados), en los animales y 3) las
concentraciones cocleares de 5-HT y 5-HIAA. Los resultados de estos análisis se
exponen y discuten en los epígrafes 1 de los apartados correspondientes a
Resultados y Discusión respectivamente. A continuación se relata el método
seleccionado tras estos análisis y que fue empleado en los trabajos que constituyen
las publicaciones 5 y 6.
La perfusión se llevó a cabo bajo anestesia general con uretano al 26% <plv)
por vía intraperitoneal <0,7m1 1 lOOg), al término de la estimulación acústica. Se
realizó con una solución tamponadora compuesta por ácido cítrico-citrato sódico
(Merck) 0,1M (pH=4,8) que contiene 20g/l de glucosa (Merck), preparada con agua
procedente de un sistema Milli-Q 185 Plus (Millipore>. Esta solución se ha empleado
como anticoagulante en la recogida de muestras sanguíneas en las que se
analizaron las concentraciones de 5-MT y 5-HIAA en los distintos compartimentos
sanguíneos (Kumar y cols., 1990; Li Kam Wa y cols., 1995). La perfusión se realizó
a través de la arteria aorta, con la salida del líquido por la aurícula derecha y
clampando la aorta descendente. El líquido de perfusión se administró mediante una
bomba peristáltica a un flujo de 4,Smllmin, durante 2 minutos, y a 260C.
6. RECOGIDA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS
Después de una hora de estimulación acústica o silencio, aún bajo anestesia
general, los animales fueron sacrificados por decapitación y las dos cócleas o los
dos vestíbulos fueron extraídos rápidamente (menos de 1,5 minutos las dos
muestras). Las muestras se recogieron por separado en ácido perclórico (Merck)
0,2M frío (2OQ~l para las cócleas y 400pl para los vestíbulos), y se trituraron con
ayuda de una varilla metálica recubierta de plástico. El ácido perclórico produce la
desnaturalización de las enzimas, congelando así las reacciones que éstas
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catalizan, lo que permite disminuir el error debido al catabolismo no asociado con el
experimento.
Las muestras fueron sonicadas para terminar de romper el hueso modiolar en
el que se alojan las fibras nerviosas, así como las membranas celulares. De este
modo conseguimos que las monoaminas y sus metabolitos pasen a la disolución.
Los tubos fueron centrifugados (11 .OOOrpm 1 400 ¡ 10 mm para las cócleas y
12OOOrpm ¡ 40C /15 mm para los vestíbulos). En el sedimento quedan los restos
membranosos y en el sobrenadante distintos compuestos entre los que se
encuentran las monoaminas y sus metabolitos.
Los sobrenadantes fueron filtrados a través de membranas hidrófilas Millex GV-
4 (Millipore) de 0,22 I.Jm de tamaño de poro y congelados a ~800C,durante no más
de tres días. Para llevar a cabo la determinación bioquímica, los sobrenadantes
fueron descongelados a 400 durante 3omin e inyectados en el sistema
cromatográfico.
Tanto la temperatura como la luz provocan la degradación de las monoaminas
y sus metabolitos observándose en los cromatogramas la aparición de picos no
identificados y la disminución del área de los picos correspondientes a los
compuestos que nos interesan (Eriksson y Persson, 1982; Palazzolo y Quadri,
1990; Yi y Brown, 1990). Por lo tanto todas las manipulaciones que se realizan
hasta el momento de la determinación bioquímica deben ser rápidas y las muestras
deben estar en todo momento protegidas de la luz y en frío.
7. DETERMINACION BIOQUíMICA
Para determinar las concentraciones de monoaminas y sus metabolitos
presentes en los distintos sobrenadantes cocleares y vestibulares se ha elegido
como sistema de medida la cromatografía líquida de alta resolución acoplada a
detección electroquímica (HPLC-ED). Este método fue introducido en 1973 en la
determinación de monoaminas (Kissinger y cols., 1973>. Y hoy en día se ha
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impuesto frente a los métodos utilizados anteriormente (detección fluorimétrica,
cromatografía de gases-espectrometría de masas y radioinmunoensayos) por las
ventajas que presenta: mayor sensibilidad, facilidad de manejo y aplicabilidad a
todas las monoaminas y sus metabolitos <Kempf y Mandel, 1981; Parés-Herbuté y
cols., 1989; Matsumoto y cols., 1990).
La cromatografía es un método bioquímico que permite identificar compuestos
presentes en una disolución compleja tras una separación previa de los mismos.
Para una determinación cromatográfica adecuada deben por tanto ajustarse dos
parámetros: las condiciones de separación y las condiciones de detección.
Asimismo, cuando se emplea la cromatografía no solo con fines cualitativos sino
además cuantitativos, debe establecerse un método de cuantificación adecuado.
Estos tres parámetros serán analizados en los epígrafes siguientes.
7.1. MODO CROMATOGRAFICO DE SEPARACION
La separación en un sistema de HPLC se lleva a cabo en una columna. En ella
los compuestos son retenidos más o menos tiempo en función de su interacción con
la fase estacionaria, que constituye el relleno sólido de la columna, y con la fase
móvil líquida que circula por la misma. En la MPLC, el relleno de la columna está
finamente dividido y empaquetado de forma compacta, por lo tanto el sistema debe
estar provisto de una bomba que ejerza una elevada presión para hacer circular la
fase móvil a través de la estacionaria. Las bombas utilizadas en estos estudios
fueron: 1) constaMetric R 3200, Milton Roy, USA o 2) 422 Master, Kontron
lnstruments, España.
El modo cromatográfico seleccionado para los estudios que componen la
presente Memoria es la cromatografía de pares iónicos. Esta cromatografía
constituye una modificación de la cromatografía en fase reversa. En la
cromatografía en fase reversa, el relleno de la columna es apolar y la fase móvil que
circula por ella es polar. Por lo tanto, los compuestos más polares son los primeros
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que eluyen, quedando más tiempo retenidos en el interior de la columna los
compuestos más apolares. Las fases estacionaria y móvil en la cromatografía de
pares iónicos son en esencia iguales a la cromatografía en fase reversa. Pero a
diferencia de ésta, la cromatografía de pares iónicos incluye en la composición de la
fase móvil un compuesto, denominado contraión, que interacciona con los
compuestos de la muestra que deseamos analizar constituyendo un par iónico.
Asimismo el contraión interacciona con la fase estacionaria y modifica el tiempo de
retención de los compuestos a analizar (Yost y cols., 1980>.
La columna empleada en estos estudios tiene 1 SOmm de longitud y 4,6mm de
diámetro interno. La fase estacionaria es nucleosil 5 CíS IOOA (Phenomenex, USA).
Esta fase esté constituida por partículas esféricas de sílice, las cuales tienen un
diámetro de 5pm y un tamaño de poro de 1 OOA, con una fase enlazada formada por
cadenas hidrofóbicas lineales de 18 carbonos (Kaibara y cols., 1990).
La fases móviles utilizadas fueron soluciones tampón acetato (Merck> 0,1 M 1
citrato (Merck) O,1M con EDTA-4Na~ (Sigma> 0,6mM y 10% (y/y) de metanol
(Panreac). El pH de estas fases móviles fue fijado a 4, lo cual permite la retención
de los metabolitos ácidos de las monoaminas, que tienen el grupo carboxilo
protonado (Nagao y Tanimura, 1989). Como contraión se ha empleado octil sulfato
sódico (Sigma>. El grupo sulfato presenta carga negativa, la cual interacciona con la
carga positiva de los grupos amino de las monoaminas, que se encuentran
parcialmente protonados a pH 4 (Mefford y cols., 1987; Nagao y Tanimura, 1989;
Husek y Malikova, 1990>. La cadena lineal de 8 carbonos del contraión interacciona
con las cadenas de 12 carbonos de la fase estacionaria alterando los tiempos de
retención de los compuestos a analizar. Para las determinaciones de DA y sus
metabolitos, la fase móvil incluye 45mg/l de octil sulfato sódico, mientras que para
las determinaciones de NA, 5-MT y 5-MIAA, se utilizaron 200mg/l del contraión. Esta
segunda fase móvil, con mayor concentración del contraián, permitió: 1) sacar la NA
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del frente de elución al aumentar su tiempo de retención y 2) separar la 5-MT y el 5-
MIAA que coeluian parcialmente con 45mg/ml de octil sulfato sódico.
El agua empleada en la preparación de las fases móviles, así como el agua que
se utiliza en la preparación de disoluciones que van a ser inyectadas en el
cromatógrafo, fue de calidad ultrapura (Milli-Q 185 Plus, Millipore) y fue
desgasificada mediante ultrasonidos y vacío, para eliminar burbujas de aire que
pueden interferir en el ensayo y dañar la columna. Asimismo el metanol fue de
calidad HPLC. La pureza de los disolventes es un factor importante a tener en
cuenta para evitar daños en los distintos componentes del sistema cromatográfico.
La botella que contiene la fase móvil permaneció cerrada en todo momento para
evitar contaminaciones bacterianas que dañarían el sistema, la disolución de gases
en la fase móvil y la evaporación del metanol que alteraría los tiempos de retención
(Kempf y Mandel, 1981; Eriksson y Persson, 1982).
La elución se llevó a cabo en modo isocrático, es decir sin modificar la
composición de la fase móvil a lo largo de la elución. La fase móvil recirculó a la
botella de origen, la cual fue cambiada tras medir aproximadamente 50 muestras. El
flujo fue fijado a 1 mí/mm y la presión de trabajo resultante fue de aproximadamente
140 bar. La temperatura de la habitación se mantuvo constante a 200C. La fase
móvil antes de entrar en la columna de separación atraviesa un amortiguador de
pulsos (Damper>, ya que los detectores electroquímicos son sensibles a los cambios
de presión producidos por el movimiento de los pistones de la bomba.
La inyección de las muestras se realizó mediante una válvula manual de dos
posiciones (Rheodyne, USA) conectada a un lazo de SOpí. El volumen de inyección
fue iSOpí, tres veces el volumen del lazo, para asegurarnos de llenar dicho lazo
barriendo correctamente las paredes del mismo.
67
7.2. METODO DE DETECCION
La detección de las monoaminas y metabolitos separados por la columna
cromatográfica se llevó a cabo electroquimicamente. El sistema empleado se
compone de dos células electroquímicas conectadas en serie a la salida de la
columna y un detector que amplifica la intensidad de corriente producida en las
células y la transforma en una señal eléctrica que es reconocida, en el sistema de
registro (registrador, integrador u ordenador) como un pico en un cromatograma.
En las células electroquímicas se fija una diferencia de potencial constante
entre el electrodo de trabajo y la fase móvil conductora, produciéndose así la
oxidación o reducción de las sustancias electroactivas cuyo potencial redox es
menor o igual en valor absoluto al aplicado. Se colocan tres electrodos en serie
(uno en la primera célula y dos en la segunda), actuando los dos primeros como
filtros, lo cual permite mejorar la selectividad de la detección. En estas células cada
electrodo de trabajo lleva asociado un electrodo de referencia normal de hidrógeno
(Mefford, 1981; Kilpatricky cols., 1986>.
La primera célula es una célula de acondicionamiento (modelo 5021, ESA Inc.,
Massachusetts, USA) con un único electrodo de trabajo, en el cual se fijó un
potencial negativo (-0,40 o -0,45 V) que permite reducir todas las sustancias con un
potencial de reducción menor o igual en valor absoluto a -0,40 o -0,45V
respectivamente. Este potencial negativo permite asegurar que todos los
compuestos de interés que alcanzan la segunda célula se encuentran en estado
reducido y por lo tanto es factible su oxidación y detección.
La segunda célula es una célula analítica (modelo 5011, ESA Inc.,
Massachusetts, USA) con das electrodos de trabajo colocados en serie. En el primer
electrodo de esta célula se realiza una preoxidación (+010 V> de los compuestos
que circulan disueltos en la fase móvil. De este modo podemos eliminar posibles
interferencias debidas a compuestos que coeluyan con los compuestos en los que
estamos interesados pero que posean un potencial redox menor o igual a +0,10V. El
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segundo electrodo de la célula analítica es realmente el electrodo de detección que
da origen en última instancia al cromatograma. Los potenciales fijados en este
electrodo han sido +0,35 o +0,40 V, que son potenciales adecuados para la
oxidación de todos los compuestos en los que estamos interesados. En este
electrodo se oxidan compuestos con un potencial de oxidación entre +0,10 y +0,35
0+0,40V respectivamente.
Las reacciones de oxidación que sufren las monoaminas y sus metabolitos
implican la transferencia de dos electrones al electrodo de trabajo, al tiempo que los
catecoles se oxidan a ortoquinonas y los indoles a forma quinona-imina. El producto
final de los compuestos vanílicos (HVA) es también una ortoquinona, pero su
potencial electroquímico es mayor que el de los catecoles porque la hidrólisis del
grupo metoxi requiere mayor energía de activación (Fig. 15) (Kempf y Mandel, 1981;
Mefford, 1981; Nagao y Tanimura, 1989>.
La intensidad de corriente generada en las células electroquímicas y registrada
en el detector es proporcional a la concentración de sustancia que experimenta el
proceso redox. La ecuación que rige esta relación fue desarrollada por Levich
(1962> y es la siguiente:
L KnFVC
donde: iLcorriente límite <es decir, intensidad máxima obtenible de la oxidación
o reducción de una concentración determinada de una especie); K=constante de la
célula, la cual depende del coeficiente de difusión de las especies de interés, de la
viscosidad del disolvente y de la geometría y el área del electrodo; n=número de
electrones implicados en la oxidación o reducción de una molécula de las especies
implicadas; F=constante de Faraday; V=velocidad de la solución que circula por la
superficie del electrodo; y C=concentración de las sustancias electroactivas
presentes en la solución. Para compuestos determinados, bajo condiciones
socráticas y a flujo constante, n, y, E y K son constantes, y la ecuación se puede
simplificar a: iL=BC donde 6 es una constante que engloba todas las anteriores.
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Los detectores electroquímicos empleados en estos estudios fueron: 1)
Coulochem 5100A, ESA Inc., USA, 2) Coulochem 5200, ESA Inc., USA o 3)
Coulochem II, ESA Inc., USA.
7.3. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS PICOS CROMATOGRAFICOS
En los distintos estudios se han empleado como sistema de registro: 1) un
registrador Knauer, Alemania, 2> un integrador Spectra Physics o 3> un ordenador
acoplado a un programa de integración de áreas versión 3.90 (Kontron lnstruments,
España). Estos sistemas de registro, que se encuentran conectados al detector,
dibujan un pico por encima de la línea base cuando una sustancia experimenta un
proceso redox en las células electroquímicas. El vértice del pico representa el
tiempo de retención del compuesto en la columna, y la altura 1 área del pico es
proporcional a la concentración de dicha sustancia en la solución inyectada (Fig.
16).
La identificación de los picos cromatográficos se realizó en base a su tiempo de
retención. Estos tiempos de retención fueron corroborados mediante la coinyección
de muestras y soluciones patrón con los compuestos en los que estamos
interesados disueltos en una concentración conocida.
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La cuantificación de las concentraciones de monoaminas presentes en las
muestras se llevó a cabo en función de la altura de los picos correspondientes,
cuando se empleó un registrador, o de sus áreas, cuando se emplearon un
integrador o un ordenador. La cuantificación se realizó por el método del patrón
externo, es decir se relacionó directamente la altura/área de un pico en el
cromatograma de una muestra con la altura/área de dicho pico en el cromatograma
de una solución patrón (reactivos obtenidos de Sigma, excepto HVA que procede de
Merck> de concentración conocida. Se ha utilizado este método de cuantificación en
lugar del método del patrón interno porque los patrones internos testados
presentaron problemas de elución en las condiciones seleccionadas. De este modo,
la 3,4-dihidroxibencilamina (Sigma> coeluía con un pico de las muestras no
identificado, el ácido 5-hidroxiindol-2-carboxílico <Sigma> coeluía con la DA y la N-
metil-5-hidroxitriptamina (Sigma) eluía con un tiempo de retención propio pero por
efecto de los ultrasonidos producía metabolitos que coeluian con compuestos de las
muestras.
Se han inyectado patrones al principio y al final de cada jornada,
comprobándose que no existen variaciones en la señal recibida. El límite de
detección de monoaminas y sus metabolitos es del orden de picogramos con este
sistema, aunque se observan diferencias en los distintos compuestos analizados
(Kempf y Mandel, 1981>. La respuesta del detector resultó lineal para todos los
compuestos analizados en el rango de concentraciones presentes en las muestras
(Fig. 17).
Los resultados han sido expresados en pg de sustancia / cóclea o pg 1
vestíbulo, ya que tanto la cóclea como el vestibulo son entidades bien delimitadas.
Las concentraciones no se han relacionado respecto a la masa de proteínas o la
masa de las muestras porque dichos parámetros se ven muy afectados por la masa
de hueso presente en el oído interno, que es variable de unos animales a otros.
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8. ANALISIS ESTADíSTICO
El análisis estadístico ha sido realizado comparando media ±error standard
medio, usando el test de la “t” de Student, en los estudios incluidos en las
Publicaciones 1, 2, 3, 4 y 7.
En la Publicación 5 se realizó un análisis de la varianza <ANOVA) de tres vías:
cepa x perfusión x sonido (2 x 2 x 2). Las interacciones significativas fueron
estudiadas mediante un ANOVA de una vía.
En la Publicación 6 se empleó un test de la ‘U’ de Student para comparar las
concentraciones cocleares de 5-HT y 5-MIAA presentes en las cócleas denervadas
respecto a las no denervadas. Para analizar los efectos de la perfusión aórtica y de
la estimulación acústica sobre dichas concentraciones se utilizó un ANOVA de dos
vías de grupos independientes: perfusión x sonido <2 x 2). Las interacciones
significativas fueron estudiadas mediante un ANOVA de una vía.
RESULTADOS
1. METODO PARA ELIMINAR DE LA COCLEA LA
SEROTONINA SANGUíNEA MEDIANTE PERFUSION
AQRTICA
1. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE PERFUSIÓN
Cuando la disolución de perfusión se empleó a temperatura baja <400>, fue
necesario un mayor tiempo de perfusión para eliminar la sangre de las arterias
estapediales y el cerebro. Sin embargo, cuando la temperatura de perfusión fue la
fisiológica (370C), se observó una disminución en la concentración coclear de 5-HT
y un aumento en la concentración de su metabolito 5-HIAA, incluso con tiempos de
perfusión reducidos (2 mm.).
2. EFECTO DE LA VELOCIDAD DE PERFUSIÓN
Cuando se emplearon velocidades de perfusión elevadas (120 mí/mm) los
animales mostraron edemas marcados de distintos árganos, como la lengua y el
timo, y de tejidos blandos, como los músculos intercostales. Sin embargo, cuando la
perfusión se realizó por gravedad, fue necesario aumentar el tiempo de perfusión
(más de 10 mm.) para conseguir eliminar la sangre de las arterias estapediales y el
cerebro.
3. EFECTO DEL TIEMPO DE PERFUSIÓN
Cuando se emplearon tiempos de perfusión elevados (8 mm.), se observó una
disminución en la concentración de 5-MT y un aumento en la concentración de 5-
HIAA en la cóclea. Con tiempos de perfusión balos (2 mm. sin clampar la arteria
aorta descendente) no se consiguió eliminar la sangre de las arterias estapediales
ni del cerebro.
4. EFECTO DEL CLAMPADO DE LA AORTA DESCENDENTE
Esta maniobra supuso la reducción del tiempo necesario para eliminar la
sangre de las arterias estapediales y del cerebro a 2 mm.
5. EFECTO DE LA DISOLUCIÓN DE PERFUSIÓN
El ácido perclórico, como disolución única, produjo la coagulación rápida de la
sangre, lo cual impidió llevar a término la perfusión. Cuando el ácido perclórico se
administró tras un lavado de la sangre con cloruro sódico al 0,9% o tampón citrato
0,1 M con 20g/l de glucosa (pH=7,4> se observó una reducción en la concentración
de 5-HT en la cóclea y un aumento en la de 5-HIAA.
Cuando se perfundieron los animales únicamente con cloruro sódico al 0,9%,
tampón citrato 0,1 M con 20g/l de glucosa (pH=7,4) o tampón fosfato salino <PBS)
0,1M <pM=7,4) se detectó también una disminución en la concentración de 5-HT en
la cóclea y un aumento en la de 5-HIAA. Sin embargo cuando se empleó en la
perfusión tampón citrato 0,1 M con 20g/l de glucosa a pH ácido (4,8> no se
observaron esas modificaciones.
II. LAS CATECOLAMINAS EN LA COCLEA
1. EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN ACÚSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LAS CATECOLAMINAS EN LA CÓCLEA
1.1. EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN ACÚSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LA DOPAMINA COCLEAR
Ver Anexo: Publicación 1.
Los animales expuestos a estimulación acústica con ruido blanco durante una
hora presentaron concentraciones cocleares de DA menores que los animales
mantenidos en silencio, y concentraciones de DOPAC y HVA <los metabolitos de la
DA estudiados> mayores.
La concentración coclear de DA disminuyó a medida que aumentaba la
intensidad del ruido blanco al que fueron expuestos los animales. Esta disminución
fue de aproximadamente un 29%, un 38% o un 58% cuando las intensidades de la
estimulación fueron 70, 90 o 110 dB SPL respectivamente (Fig. 18). Asimismo, las
concentraciones de los metabolitos de la DA estudiados, DOPAC y HVA,
aumentaron con la estimulación con ruido blanco (Fig. 18).
La disminución de la concentración de DA y el aumento de las concentraciones
de DOPAC y MVA debidos a la exposición a ruido blanco se produjeron tanto en los
animales machos como en las hembras (Fig. 18>. Sin embargo, las hembras
presentaron una mayor concentración de HVA que los machos en condiciones
basales <silencio), y tras la estimulación acústica dicha concentración de HVA
aumentó de forma más pronunciada que en los machos (Fig. 18).
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1.2. EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON PIRIBEDIL SOBRE EL
METABOLISMO DE LA DOPAMINA COCLEAR
Ver Anexo: Publicación 2 y 3.
Cuando los animales fueron pretratados con 20 mg/Kg del agonista
dopaminérgico piribedil y mantenidos durante una hora en silencio no se detectaron
modificaciones en las concentraciones cocleares de DA, DOPAC y HVA respecto a
los controles tratados con el vehículo (Fig. 19). Sin embargo, los animales
sometidos a distintas intensidades de ruido blanco presentaron concentraciones
cocleares de DA superiores a las de los controles expuestos a las mismas
intensidades, y concentraciones de DOPAC y HVA inferiores a las de dichos
controles (Fig. 19).
En los animales control, la concentración de DA disminuyó a medida que
aumentaba la intensidad de la estimulación acústica. Sin embargo, en los animales
pretratados con piribedil no se observó esta reducción cuando los estímulos fueron
de 70 o 90 dB SPL. Cuando la intensidad de la estimulación acústica fue de 110 dB
SPL se produjo una ligera reducción en la concentración de DA coclear
(aproximadamente el 25%) en comparación con la concentración de DA presente en
los animales mantenidos en silencio. Las concentraciones de DOPAC y HVA
aumentaron con la estimulación acústica en los controles, mientras que en los
animales pretratados con piribedil no se detectaron estas modificaciones <Fig. 19).
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Figura 19: concentraciones de dopamina (A), DOPAC (B) y HVA (e) en cócleas de animales
expuestos a silencio o estimulación acústica con 70, 90 o 110 dB SPL. Las barras blancas
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1.3. EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN ACÚSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LA NORADRENALINA COCLEAR
Ver Anexo: Publicación 4.
El efecto de la estimulación acústica sobre la concentración de noradrenalina
coclear se analizó estadísticamente de forma conjunta con la influencia de la
perfusión por vía aórtica de una disolución anticoagulante y con la influencia de la
cepa de los animales. El ANOVA de tres vías realizado (ruido x perfusión x cepa) <2
x 2 x 2) detectó variabilidad debida únicamente a la variable estimulación acústica.
Y no se observaron interacciones entre las tres variables (ruido, perfusión y cepa).
El ANOVA de una vía para la variable estimulación acústica mostró diferencias
significativas en las concentraciones cocleares de NA entre los animales
mantenidos en silencio y los expuestos a 90 dB SPL de ruido blanco. Esta
variabilidad resultó independiente de la eliminación de la sangre coclear mediante
perfusión aórtica y de la cepa de los animales. Las diferencias en las
concentraciones de noradrenalina coclear debidas a la estimulación acústica fueron
p<0,O5 excepto en el grupo de los animales Wistar perfundidos por vía aórtica, en el
cual la diferencia resultó pcO,Ol (Fig. 20).
La exposición a 90 dB SPL de ruido blanco durante una hora produjo una
disminución significativa de la concentración de NA en la cóclea. La magnitud de
esta disminución no fue elevada; sólo aproximadamente el 18% de la NA coclear
desapareció con la intensidad sonora estudiada. Sin embargo, no se detectaron
modificaciones en la concentración coclear de NA entre las distintas cepas
estudiadas, ni tampoco cuando se eliminó la sangre de la cóclea mediante perfusión
aórtica (Fig. 20)
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Figura 20: (A) Concentración de noradrenalina en cócleas de ratas Long-Evans y Wistar mantenidas
en silencio (barras blancas> o expuestas a 90 dB SPL de mido blanco (barras ralladas) durante una
hora. (6) concentración de noradrenalina en cócleas de ratas perfundidas por vía aórtica con una
disajución anticoagulante tras la estimuiación acústica. Las comparaciones entre silencio y 90 dB
SRL están expresadas como * p.cO05 y — p<O,O1. Los valares están expresados como X ±SEM (n =
12 en cada grupo).
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2. EFECTO DE LA GANGLIONECTOMÍA CERVICAL SUPERIOR SOBRE LAS
CONCENTRACIONES DE CATECOLAMINAS EN LA CÓCLEA
Ver Anexo: Publicación 5.
Cuando se llevó a cabo una operación simulada de la ganglionectomía cervical
superior sin realizar la resección del ganglio, las cócleas ipsilaterales a la operación
simulada no presentaron diferencias en la concentración de NA (Fig. 21), DA,
DOPAC o HVA <Fig. 22) respecto a las cócleas de los controles externos, que no
sufrieron ningún tipo de manipulación previa a la obtención de las muestras.
Cuando se realizó la resección del ganglio cervical superior, las cócleas
ipsilaterales a la intervención que fueron analizadas 4h después de la misma no
presentaron modificaciones en las concentraciones de NA respecto a las cócleas
contralaterales no denervadas. Cuando el análisis de las cócleas se llevó a cabo
24h o 6 días después de la intervención, la concentración de NA coclear fue menor
<aproximadamente un 82%> en las cócleas denervadas que en las no denervadas
<pcO,OOl). Seis días después de la intervención, las cócleas ipsilaterales
mantuvieron aproximadamente un 18% de NA <Fig. 21). Sin embargo, no se
detectaron diferencias en las concentraciones de DA, DOPAC o HVA entre las
cócleas denervadas y las no denervadas, ni 4h, ni 24h, ni 6 días después de la
resección del ganglio cervical superior o su operación simulada <Fig. 22).
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Figura 21: concentración coclear de noradrenalina 4h, 24h o 6 días después de realizarse la
resección del ganglio cervical superior ipsilateral (barras ralladas) o una operación simulada (barras
blancas). La barra blanca localizada a la izquierda de la gráfica representa la concentración coclear
de noradrenalina en los controles extemos (animales no operados). Las comparaciones entre las
cócleas denervadas y las no denervadas analizadas a distintos tiempos después de la intervención
estén expresadas como — p<0,fJO1. Los valores están expresados como X * SEM (n = 6 en cada
grupo).
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Figura 22: concentraciones de dopamina (A), DOPAC (E) y HVA <c> en cócleas de animales a los
que se practicó una ganglionectomía cervical supeulor ipsilateral <barras ralladas) o una operación
simulada (barras blancas). Las barras blancas localizadas a la izquierda de las gráficas representan
las concentraciones de DA, DOPAO y HVA en las cócleas de los controles externos (animales no
operados). Las comparaciones entre las cócleas denervadas y las no denervadas analizadas a
distintos tiempos después de la intervención no resultaron significativas. Los valores estén
expresados como X t SEM (n = O en cada grupo).
CONTROL 4 horas 24 horas 6 dras
CONTROL 4 horas 24 horas 6 días
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III. LA SEROTONINA EN LA CÓCLEA
Ver Anexo: Publicación 6.
La 5-HT y el 5-HIAA fueron detectados en todas las muestras analizadas.
Cuando se analizó la concentración coclear de 5-HT estadísticamente mediante
un ANOVA de dos vías considerando como variables la estimulación acústica y la
perfusión por vía aórtica (2 x 2) se obtuvieron efectos principales altamente
significativos (pcO,OOl) para la variable perfusión, y no se detectaron interacciones
significativas entre las dos variables. El ANOVA de una vía para la variable
perfusión mostró diferencias altamente significativas <pcO,O01> tanto en los animales
mantenidos en silencio como en los expuestos a ruido blanco (Fig. 23). La perfusión
por vía aórtica de una disolución anticoagulante produjo una disminución de
aproximadamente el 76% de la concentración de 5-HT en la cóclea
independientemente de la estimulación acústica <Fíg. 23).
Cuando se analizó la concentración de 5-HIAA presente en la cóclea mediante
un ANOVA de dos vías <ruido x perfusión; 2 x 2) no se detectó ninguna variabilidad
entre los grupos estudiados, ni tampoco se observaron interacciones entre ambas
variables. Por lo tanto no se realizaron ANOVAs de una vía (Fig. 23).
La resección del ganglio cervical superior no produjo ninguna modificación en
la concentración de NA coclear en las cócleas ipsilaterales denervadas respecto a
las contralaterales no denervadas, ni 24h ni 6 días después de la intervención (Fig.
24).
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Figura 23: concentraciones de serotonina y 5-HIAA en cócleas de animales perfundidos por vía
aórtica con una disolución anticoagulante (P) o no perfundidos (NP), tras ser expuestos a silencio
(barras blancas) o mido blanco de 90 dB SPL (barras ralladas). Las comparaciones entre los
animales perfundidos y los no perfundidos estén expresadas como pcO0O1. La estimulación
acústica no produjo diferencias significativas respecto al silencio. Los valores estén expresados como
X ±SEM (n = 12 en cada grupo).
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Figura 24: concentraciones de serotonina y 5-HIAA en cócleas tras resección del ganglio cervical
superior ipsilateral (barras ralladas) o tras una operación simulada (barras blancas), 24h o 6 días
después de la intervención. Las comparaciones entre las cócleas denervadas y las no denervadas no
resultaron significativas ni 24h ni 6 días después de la intervención. Los valores estén expresados
como X ±SEM (n = 12 en cada grupo).
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OIV. LAS MONOAMINAS EN EL VESTÍBULO
Ver Anexo: Publicación 7.
Todos los compuestos analizados fueron detectados con el método elegido de
HPLC-ED en todas las muestras vestibulares.
Los vestíbulos de los animales pigmentados <Long-Evans) machos presentaron
concentraciones mayores de DA, DOPAC y HVA que los de los animales albinos
<Wistar). Las hembras de la cepa Long-Evans también presentaron concentraciones
mayores de DOPAC y HVA que los machos de dicha cepa, sin embargo las
concentraciones de DA no fueron significativamente diferentes (Fig., 25). La
relaciones DOPAC ¡ DA y HVA / DA fueron mayores en la cepa pigmentada, tanto
en los machos como en las hembras.
Las concentraciones vestibulares de NA y 5-HT no presentaron diferencias
entre ambas cepas, ni en los animales machos ni en las hembras. Sin embargo, la
concentración del metabolito de la 5-HT <5-HIAA) resultó mayor en la cepa
pigmentada (Fig. 26). La relación 5-HIAA ¡ 5-HT fue por lo tanto mayor en dicha
cepa.
Las concentraciones de monoaminas o sus metabolitos presentes en machos o
en hembras de la misma cepa no fueron significativamente diferentes, excepto en el
caso del HVA que resultó mayor en los vestíbulos de las hembras (Figs. 25 y 26). La
relación HVA / DA fue mayor en las hembras que en los machos de la misma cepa.
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Figura 25: concentraciones vestibulares de dopamina, DOPAC y HVA en ratas machos (A) y
hembras (6). Las barras blancas representan ratas Wistar y las ralladas ratas Long-Evans. Las
comparaciones entre las dos cepas se expresan como p<0,OOl. Los valores están expresados
como X ±SEM (n = loen cada grupo).
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Figura 26: concentraciones vestibulares de noradrenalina, serotonina y 5-HIAA en ratas machos <A)
y hembras (8). Las barras blancas representan ratas Wistar y las ralladas ratas Long-Evans. Las
comparaciones entre las dos cepas se expresan como * p<O,05 y p.cO,001. Los valores están
expresados como X ±SEM (n = loen cada grupo).
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DISCUSION
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1. METODO PARA ELIMINAR DE LA COCLEA LA
SEROTONINA SANGUINEA MEDIANTE PERFUSION
AORTICA
Los parámetros que se consideraron para la selección del método de perfusión
aórtica fueron: 1> carencia de sangre en las arterias estapediales y en el cerebro, lo
cual permite suponer una carencia de sangre en la cóclea 2) carencia de
alteraciones orgánicas, debidas a la perfusión <por ejemplo, edemas generalizados),
en los animales y 3) carencia de alteraciones en el metabolismo de la 5-HT en la
cóclea. Respecto al último punto, en varias de las condiciones analizadas (ver
apartado de resultados> se detectó una disminución en la concentración de 5-HT
que iba acompañada de un aumento en la concentración de su principal metabolito
5-HIAA. Este hecho refleja un proceso de degradación de la DA coclear debido a la
perfusión, por lo tanto estas condiciones fueron desechadas.
1. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE PERFUSIÓN
Tras analizar temperaturas de perfusión de 4, 28 y 370C, se seleccionó 260C
como temperatura de trabajo. A esa temperatura no fue necesario emplear un
elevado tiempo de perfusión para eliminar la sangre de las arterias estapediales y el
cerebro. Además, perfundiendo a 280C no se produjo la degradación de la 5-HT
coclear.
2. EFECTO DE LA VELOCIDAD DE PERFUSIÓN
Se analizaron flujos de perfusión de 120, 55 y 4,5m1/min mediante bomba
peristáltica y también perfusión por gravedad. Se seleccionó el menor flujo
proporcionado por la bomba peristáltica (4,Smllmin) porque no ocasionó edemas en
los animales ni alteraciones en el metabolismo de la 5-HT coclear, y permitió
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eliminar la sangre de las arterias estapediales y el cerebro en un tiempo menor que
la perfusión por gravedad.
3. EFECTO DEL TIEMPO DE PERFUSIÓN Y CLAMPADO DE LA AORTA
DESCENDENTE
El tiempo de perfusión resultó ser un factor crítico en el desarrollo del método,
ya que tiempos de entre 4 y 10 mm provocaron la degradación de la 5-HT coclear.
Sin embargo, es necesario un tiempo mínimo de circulación de la disolución de
perfusión para que la sangre sea eliminada de la cóclea. Mediante el clampado de
la aorta descendente fue posible disminuir el tiempo de perfusión a 2 mm.
& EFECTO DE LA DISOLUCIÓN DE PERFUSIÓN
Como disolución de perfusión se seleccionó tampón citrato 0,1 M con 20g/l de
glucosa a pH ácido (4,8>. Esta disolución no produjo la degradación de la 5-HT
coclear, a diferencia de las otras disoluciones analizadas.
En resumen, los parámetros fundamentales para llevar a cabo la eliminación la
5-HT sanguínea de la cóclea sin generar otras alteraciones son: 1> temperatura de
aproximadamente 260C, 2> flujo y duración de la perfusión mínimos pero suficientes
para eliminar la sangre de la cóclea, y 3) perfusión con una disolución
anticoagulante (tampón citrato> a pH ácido (4,8>.
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II. LAS CATECOLAMINAS EN LA CÓCLEA
1. EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN ACÚSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LAS CATECOLAMINAS EN LA CÓCLEA
La estimulación acústica produjo una disminución de las concentraciones
cocleares de los neurotransmisores catecolaminérgicos DA y NA. Asimismo en el
caso de la DA, se detectó un aumento en la concentración de sus metabolitos
DOPAC y HVA. Estos resultados sugieren que la estimulación acústica induce la
liberación y el catabolismo de ambas catecolaminas (ver Anexo: Publicación 1)
En condiciones fisiológicas, la estimulación acústica genera la transmisión del
mensaje auditivo hacia los núcleos cocleares (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y
Pujol, 1993; Gil-Loyzaga, 1995>. En la modulación de esta transmisión parecen
estar implicadas la DA y la NA. De hecho, se ha mostrado en el presente trabajo
que la DA es liberada con una estimulación de 70 dB SPL (intensidad
conversacional). Además, la perfusión perilinfática de un agonista dopaminérgico
disminuyó la amplitud del PAC del nervio auditivo (Puel y Pujol, 1993; Pujol y coís.,
1993, 1995; Pujol, 1994>. La NA coclear no ha sido analizada en condiciones
fisiológicas de estimulación acústica. Sin embargo, la resección del ganglio cervical
superior o su estimulación afectaron la actividad del nervio auditivo (Pickles, 1979;
Hultcrantz y cols., 1982; Lee y MoIler, 1985; Hildesheimer y cols., 1991), lo cual
permite implicar la NA, como neurotransmisor simpático, en la modulación del
mensaje auditivo en condiciones fisiológicas.
Cuando la estimulación acústica es de elevada intensidad o duración se
observan alteraciones en la actividad del nervio auditivo, por ejemplo un aumento
en el umbral de audición (Borg, 1982; Hildesheimer y cols., 1991; Puel y Pujol,
1993; Pujol, 1994; Pujol y coís., 1995; DAldin y cols., 1995>, alteraciones vasculares
(Borg, 1981) y alteraciones en la morfología de las dendritas aferentes (Puel y Pujol,
1993; Pujol, 1994; Pujol y cols., 1995; DAIdin y cols., 1995), las cuales varian tras la
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administración de agonistas dopaminérgicos, o la resección del ganglio cervical
superior. La liberación de DA y NA en la cóclea debido a estimulaciones acústicas
de elevada intensidad o duración (90 y 110 dB SPL durante una hora) permite
asignar a ambas catecolaminas un papel protector frente a los efectos nocivos que
la estimulación acústica produce sobre la cóclea, que pueden acabar generando un
trauma acústico. Asimismo, se puede sugerir que estas catecolaminas o sus
agonistas pueden ser útiles en el tratamiento farmacológico de patologías
producidas por la exposición prolongada a ambientes ruidosos (ver Anexo:
Publicaciones 1 y 4).
Tanto las fibras dopaminérgicas cocleares como las noradrenérgicas modulan
la actividad de las fibras aferentes del nervio auditivo en situaciones de
estimulaciones acústicas elevadas (Borg, 1982; Hildesheimer y cols., 1991; Puel y
Pujol, 1993; Pujol, 1994; Pujol y cols., 1995; DAldin y cols., 1995). Sin embargo, la
mayor movilización de DA <aproximadamente 38%) que de NA (aproximadamente
18%> en respuesta a una estimulación acústica de 90 dB SPL hace pensar que la
mayor parte del papel protector frente a situaciones agresivas como el trauma
acústico proviene del SEOL (ver Anexo: Publicaciones 1 y 4>.
La estimulación acústica produce la movilización de otros neurotransmisores
implicados en la neurotransmisión coclear. A este respecto se ha descrito la
liberación Met-encefalina y GABA a la perilinfa (Drescher y cols., 1983) y la
disminución de la concentración total en la cóclea de Met-encefaíina (Eybalin y
cols., 1987> con intensidades que abarcan desde las moderadas (70 dB SPL) hasta
las elevadas (115 dB SPL).
La liberación de DA que presentamos en esta Memoria de Tesis Doctoral
muestra un perfil semejante al de la Met-encefalina y el GABA (Drescher y cols.,
1983; Eybalin y cols., 1987), ya que los tres compuestos se liberan en la cóclea con
un amplio intervalo de intensidades acústicas. Sin embargo, la NA se moviliza
escasamente tras la estimulación con 90 dB SPL durante una hora. Este hecho
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sugiere que la DA y la NA tienen distintos papeles funcionales en la cóclea, siendo
el de la DA semejante al de la Met-encefalina y el GASA. De hecho, presentan
distintas localizaciones: mientras que la DA, la Met-encefalina y el GABA son
neurotransmisores del SEOL <revisiones en: Eybalin, 1993; GiI-Loyzaga, 1995; Puel,
1995), la NA es el neurotransmisor de las fibras simpáticas cocleares (Jones y cols.,
1987; Usami y cols., 1988).
La administración del agonista dopaminérgico piribedil bloqueó la liberación de
DA inducida por una estimulación acústica de 70 o 90 dB SPL de forma total y lo
hizo parcialmente cuando el estímulo fue de 110 dB SPL durante una hora. Este
proceso podría estar mediado por dos mecanismos: 1) la activación de receptores
dopaminérgicos en la membranas presinápticas de las neuronas dopaminérgicas,
los cuales inhiben la liberación de DA, y/o 2) la activación de receptores
dopaminérgicos postsinápticos localizados sobre las fibras aferentes primarias, los
cuales modulan la actividad de dichas fibras, y mediante un circuito neural podrían
afectar la actividad de las neuronas dopaminérgicas del SEOL (ver Anexo;
Publicaciones 2 y 3). La disminución en la amplitud del PAC del nervio auditivo tras
perfusión perilinfática de piribedil <Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995;
Pujol, 1994) y la protección de las dendritas aferentes frente a las lesiones
inducidas por el trauma acústico o la hipoxia (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993,
1995; Pujol, 1994; D’Aldin y cols., 1995) son datos a favor del segundo mecanismo.
Sin embargo, el primer mecanismo no puede ser descartado, ya que el piribedil es
un fármaco que actúa sobre receptores pre- y postsinápticos, y se ha descrito en
otros sistemas que la dosis empleada en el presente trabajo actúa
fundamentalmente a nivel presináptico (Corrodí y cols., 1972; CostaR y Naylor,
1973; Ladinsky y cols., 1974; Kelly y Naylor, 1975).
El piribedil se comercializó en los años setenta como un agonista de receptores
02 <Costalí y Naylor, 1973; Butterworth y cols., 1975; Martres y cols., 1977; Hall y
cols., 1983; Murrin y Roth., 1987; Timmerman y cols., 1990). En la actualidad se ha
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comprobado que su afinidad por los receptores 03 es aproximadamente 20 veces
mayor que por los receptores 02, y que su afinidad por los receptores Dl es muy
baja (Cagnotto y cols., 1996>, lo cual sugiere la existencia de receptores D3 y/o 02
en la cóclea. Sin embargo este dato no permite aclarar su mecanismo de acción en
la cóclea, ya que tanto los receptores 02 como los D3se han descrito en
membranas presinápticas y postsinápticas <revisiones en: Alonso-Solis, 1993; Civelli
y cols., 1993)). Tampoco resultaron más esclarecedores los experimentos de
hibridación in situ en los que se reconocen los ARNm que codifican los receptores
dopaminérgicos. Estos estudios mostraron la existencia en las neuronas del ganglio
espiral de los ARNm que codifican los receptores Dl y D2 (Eybalin y cols., 1995;
Pujol y cals., 1995; Safieddine y cols., 1997). Sin embargo no se dispone de datos
acerca de la presencia de receptores D3 en la cóclea, ni acerca de la presencia de
receptores D2 en las neuronas dopaminérgicas del SEOL.
En la actualidad, el origen de patologías cocleares como los acúfenos está sin
aclarar. Algunos autores postulan que se relacionan con alteraciones del sistema
aferente (Denk y Ehrenberger, 1998) o del eferente olivococlear (Gil-Loyzaga,
1994). El tratamiento clínico de los acúfenos y la hipoacusia con piribedil supuso
una mejoría de los síntomas, fundamentalmente en el caso de los acúfenos (Cazaís-
Horner y cols., 1989). La actuación del fármaco sobre la liberación de DA coclear,
sobre la actividad del nervio coclear y sobre la morfología de dendritas aferentes
podría explicar la mencionada mejoría e implicaría el sistema dopaminérgico coclear
en dichas patologías.
El turnover de la DA es ligeramente mayor en las hembras que en los machos,
ya que las hembras, tanto en situación basal como tras estimulación acústica,
presentan mayores concentraciones del metabolito HVA. Este hecho podría
correlacionarse con las diferentes regulaciones hormonales presentes en machos y
hembras. A este respecto, se ha descrito que las hormonas sexuales afectan la
síntesis, liberación y recaptación de DA en distintas áreas del sistema nervioso, así
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como la densidad de sus receptores y el comportamiento relacionado con el sistema
dopaminérgico (Dluzen y Ramírez, 1985; Falardeau y Di Paolo, 1987; Esquifíno y
cols., 1987; Palermo-Neto y Dorce., 1990; Arbogast y Voogt, 1991; Gayrard y cols.,
1992; Casiner y cols., 1993; McDermott, 1993; Morissette y Di Paolo, 1993;
Pasqualini ycols., 1993; Rastegarycols., 1993) (ver Anexo: Publicación 1).
La concentración de NA, sin embargo, fue similar en cócleas de ratas de dos
cepas distintas y con diferente pigmentación, tanto en condiciones basales como
tras estimulación acústica. Este resultado contradice estudios previos en los cuales
se determinó la concentración de NA coclear en ratas pigmentadas y albinas,
aunque las cepas seleccionadas no fueron las mismas (Rarey y cols., 1981). Sin
embargo, concuerda con los resultados obtenidos en el vestíbulo en estas mismas
cepas <ver Anexo: Publicación 4).
Tampoco se modificó la concentración de NA coclear al eliminar la sangre de la
cóclea mediante la perfusión por vía aórtica de una disolución anticoagulante. Este
hecho, que se observó en condiciones basales y tras estimulación acústica, parece
indicar que la cantidad de NA procedente de la sangre es pequeña en la cóclea (ver
Anexo: Publicación 4>.
2. EFECTO DE LA GANGLIONECTOMÍA CERVICAL SUPERIOR SOBRE LAS
CONCENTRACIONES DE CATEGOLAMINAS EN LA CÓCLEA
La resección del ganglio cervical superior disminuye la concentración de NA en
la cóclea alrededor deI 82%, lo cual indica que la mayoría de la NA coclear procede
de este ganglio (ver Anexo: Publicación 5>. Este resultado concuerda con los
estudios morfológicos previos que describieron que el ganglio cervical superior es la
fuente principal de fibras simpáticas cocleares (Terayama y cols., 1966, 1966;
Densert, 1974; Spoendlin, 1981, 1984; Shibamori y cols., 1994). El ganglio cervical
superior constituye un manguito perivascular para la carótida interna que acompaña
a esta arteria al interior del cráneo (Pérez-Casas y Bengoechea, 1977). Este
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manguito se continúa por la comunicante posterior y alcanza la fosa posterior. En
esta región, un grupo de fibras se separa del manguito perivascular y alcanza el
ganglio geniculado, a través del nervio petroso mayor. Y desde aquí las fibras pasan
al nervio facial para alcanzar el nervio auditivo y entrar en la cóclea.
El 18% de NA que permanece en la cóclea 6 días después de la intervención
quirúrgica debe tener un origen distinto del ganglio cervical superior. La sangre,
como se ha comentado en el apartado anterior, no parece ser una fuente importante
de NA en la cóclea. Algunos autores defienden que el ganglio cervical superior es el
único origen de las fibras simpáticas cocleares <Terayama y cols., 1966, 1968;
Shibamori y cols., 1994). Sin embargo, otros (Spoendlin, 1981, 1984; Laurikainen y
cols., 1993, 1997; Ren y cols., 1993a> añaden el ganglio estrellado como origen de
una parte de las fibras simpáticas cocleares. Este ganglio podría ser la fuente del
18% de NA remanente en la cóclea tras la simpatectomía cervical superior. Fibras
procedentes de este ganglio forman un manguito perívascular que envuelve la
arteria vertebral, constituyendo el denominado nervio vertebral <Pérez-Casas y
Bengoechea, 1977). Este manguito penetra con la arteria en el cráneo y, desde el
tronco basilar se distribuye a todas las ramas intracraneales. Así alcanza la arteria
coclear donde forma un plexo perivascular que entra por la base de la cóclea
alcanzando las arteriolas principales, pero sin llegar a la estría vascular o a los
capilares cocleares (ver Anexo: Publicación 5).
A diferencia de la NA, las concentraciones de DA, DOPAC y HVA no sufrieron
ninguna modificación tras la resección del ganglio cervical superior. Aunque las
fibras noradrenérgicas deben contener DA como precursor de la NA, la cantidad de
DA debe ser muy baja puesto que no es detectada con el método cromatográfico
empleado en este estudio. Por lo tanto, se pueden diferenciar dos poblaciones de
fibras catecolaminérgicas que inervan la cóclea: las noradrenérgicas y las
dopaminérgicas, las cuales reaccionan de distinta forma a la estimulación acústica,
como se comentó en el apartado anterior (ver Anexo: Publicación 5).
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Se puede considerar, por lo tanto, que estos dos neurotransmisores tienen
distintas localizaciones en la cóclea y distintos papeles funcionales. La NA se
localiza fundamentalmente en las fibras simpáticas que proceden del ganglio
cervical superior y actúa sobre el flujo sanguineo coclear (Hultcrantz, 1979;
Beausang-Linder y Hultcrantz, 1980; Laurikainen y cols., 1993, 1994, 1997; Ren y
cols., 1993a, 1993b, 1994) y ligeramente sobre la actividad de las fibras aferentes
(Pickles, 1979; Borg, 1982; Hultcrantz y cols., 1982; Lee y Moller, 1985;
Hildesheimer y cols., 1991; Gil-Loyzaga y cols., 1998>. Por otra parte, la DA se
localiza en las fibras dopaminérgicas del SEOL y modula la actividad aferente
actuando directamente sobre las terminaciones dendríticas aferentes (Puel y Pujol,
1993; Pujol y cols., 1993, 1995; Pujol, 1994) y las protege frente a situaciones
agresivas: trauma acústico o hipoxia (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995;
Pujol, 1994; DAldin y cols., 1995>.
III. LA SEROTONINA EN LA CÓCLEA
1. PRESENCIA DE SEROTONINA EN DISTINTOS COMPARTIMENTOS
COCLEARES
Estudios previos de HPLC habían negado la existencia de 5-HT en la cóclea de
distintos mamíferos (Rarey y cols., 1981>. Sin embargo un trabajo reciente de
nuestro grupo demostró, mediante técnicas inmunocitoquimicas, la existencia de
fibras serotonérgicas que contactan con las células ciliadas internas y externas <Gil-
Loyzaga y cols., 1997). La presente Memoria de Tesis Doctoral corrobora la
presencia de 5-HT en la cóclea, ya que tanto la 5-HT como su principal metabolito,
el 5-HIAA, fueron cuantificados mediante HPLC-ED (ver Anexo: Publicación 6).
El ganglio cervical superior no parece ser una fuente importante de 5-Hl en la
cóclea, puesto que su resección no produjo modificaciones en las concentraciones
totales de 5-HT ni de 5-HIAA <ver Anexo: Publicación 6). Este mismo efecto se
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observó con la DA coclear: ni su concentración ni la de sus metabolitos se vieron
afectadas por la resección de dicho ganglio. Mientras que la concentración de NA
coclear disminuyó drásticamente tras la ganglionectomía, como corresponde al
neurotransmisor contenido en las fibras simpáticas. Aunque en otras áreas del
sistema nervioso se ha sugerido la presencia de 5-HT en fibras simpáticas que
proceden del ganglio cervical superior (Chang y cols., 1988, 1989; Happólá, 1988;
Bonvento y cols., 1991; Cohen y cols., 1992), éste no parece ser el caso de la
cóclea. Este hecho concuerda con la distribución de fibras serotonérgicas puesta de
manifiesto mediante inmunocitoquimica (Gil-Loyzaga y cols., 1997), la cual no
coincide con la distribución de las fibras simpáticas en la cóclea <revisiones en:
Spoendlin, 1984; Eybalin, 1993), sino que se asemeja más a la del sistema eferente
olivococlear.
La eliminación de la sangre de los animales, mediante la perfusión por vía
aórtica de una disolución anticoagulante, produjo una disminución drástica
<aproximadamente el 76%) de la concentración de 5-HT en la cóclea, sin afectar la
concentración de 5-HIAA. Este resultado (ver Anexo: Publicación 6) indica que la
sangre es la principal fuente de 5-HT en la cóclea, lo cual concuerda con la elevada
concentración de este compuesto presente en ella, localizada fundamentalmente en
las plaquetas (Anderson y cols., 1987; Kumar y cols., 1990; Pussard y col~., 1996).
El 24% de 5-HT que permanece en la cóclea tras eliminar la sangre, y el 5-HIAA,
cuya concentración no se modifica por la perfusión, deben estar localizados en el
tejido coclear, probablemente en relación con las fibras serotonérgicas
recientemente descritas <Gil-Loyzaga y cols., 1997>.
2. EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN ACÚSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LA SEROTONINA EN LA COCLEA
La estimulación con 90 dB SPL de ruido blanco durante una hora no produjo
ningún efecto significativo sobre las concentraciones cocleares de 5-HT y 5-HIAA.
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Con esa misma intensidad sonora, las concentraciones cocleares de las otras
monoaminas analizadas en esta Memoria de Tesis Doctoral, la DA y la NA,
disminuyeron en aproximadamente un 38% y un 18% respectivamente (ver Anexo:
Publicaciones 1 y 4). Otros neurotransmisores del sistema eferente olivococlear
(GABA y Met-encefalina> también fueron afectados por la estimulación acústica
<Drescher y cols., 1983; Eybalin y cols., 1987>.
La ausencia de respuesta de las fibras serotonérgicas cocleares a la
estimulación sonora <ver Anexo: Publicación 6>, podria relacionarse con la
distribución especial que poseen dichas fibras en la cóclea, la cual no coincide
exactamente con ninguno de los sistemas de inervación previamente descritos en la
cóclea (Gil-Loyzaga y cols., 1997). De hecho, estas fibras contactan con las células
ciliadas internas y externas, lo cual solamente se asemeja a la distribución de las
fibras GABAérgicas en el ápex coclear, pero no en el resto de las espiras de la
cóclea. La distinta respuesta al ruido, junto con la distinta distribución de las fibras
parece indicar que la 5-Hl posee en la cóclea un papel modulador diferente del de
otros neurotransmisores, el cual por el momento no ha sido dilucidado.
IV. LAS MONOAMINAS EN EL VESTíBULO
El estudio de la inervación vestibular se encuentra mucho menos desarrollado
que el de la coclear. En el vestíbulo se han descrito menos compuestos
neurotransmisores y la implicación fisiológica de la mayoría de los descritos hasta el
momento permanece sin analizar. Respecto a las monoaminas, solamente la NA ha
sido identificada en las fibras simpáticas que inervan el vestíbulo.
Este es el primer trabajo en el que se cuantifica la concentración de NA
presente en el vestíbulo. Además se describe por primera vez la existencia de otras
dos monoaminas en el vestíbulo, la DA y la 5-HT, así como la de sus principales
metabolitos de degradación, DOPAC, HVA y 5-HIAA (ver Anexo: Publicación 7).
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Se han encontrado diferencias en el metabolismo de la DA y la 5-HT
vestibulares dependiendo de la cepa analizada. Y un metabolismo de DA más
elevado en las hembras que en los machos de la misma cepa, igual que ocurre en la
cóclea (Gil-Loyzaga y cols., 1993). Sin embargo la concentración de NA no se vio
afectada por la cepa ni por el sexo de los animales (ver Anexo: Publicación 7).
Las localizaciones de la DA y la 5-HT en el vestíbulo no se conocen en la
actualidad, y el presente trabajo no permite aclarar este punto porque fue realizado
en homogeneizados de vestibulos completos. En comparación con la cóclea,
podríamos hipotetizar que estos compuestos actúen como neurotransmisores de
alguno de los sistemas de fibras eferentes que proyectan al vestíbulo: eferente
vestibular, simpático u otro no descrito en la actualidad. En esas localizaciones
podrían actuar como moduladores de las fibras aferentes vestibulares. Aunque no
se debe olvidar la elevada concentración de 5-HT que se encuentra en la sangre,
principalmente en las plaquetas sanguíneas (Anderson y cols., 1987; Kumar y cols.,
1990; Pussard y cols., 1996).
Trabajos complementarios orientados a identificar la localización de estas
monoaminas y su actividad en el vestíbulo podrían aportar información sobre el
tratamiento de patologías vestibulares como el vértigo. De hecho esta alteración se
ha observado que mejora cuando es tratada con agonistas dopaminérgicos (Cazals-
Horner y cols., 1989), aunque el mecanismo de acción se desconoce.
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CONCLUSIONES
lo?
1.-La estimulación acústica con ruido blanco de intensidades comprendidas entre 70
y 110 dB SPL produce la disminución de la concentración de dopamina en la
cóclea y el aumento de las concentraciones de sus metabolitos DOPAC y ácido
homovanílico. Estos resultados indican que el ruido induce la degradación de la
dopamina coclear y sugieren su liberación sináptica. El turnover basal de la
dopamina coclear y el inducido por el ruido blanco son mayores en las hembras
que en los machos de la misma cepa. El pretratamiento con piribedil, un
agonista dopaminérgico de receptores D2/D3, disminuye las modificaciones
inducidas por el ruido de las concentraciones cocleares de dopamina y sus
metabolitos. Estos resultados sugieren que el piribedil bloquea la liberación de
dopamina coclear inducida por la estimulación acústica.
2.-La perfusión por vía aórtica de una disolución anticoagulante es un método eficaz
para eliminar la sangre presente en la cóclea. Su utilización conjugada con un
método de HPLC permite analizar separadamente el metabolismo de la
serotonina tisular de la cóclea del metabolismo global.
3.-La estimulación acústica con 90 dB SPL de ruido blanco disminuye la
concentración de noradrenalina en la cóclea, aunque esta reducción es menor
(aproximadamente un 18%) que la observada en la dopamina. Sin embargo, el
metabolismo de la serotonina coclear no se modifica debido a la estimulación
acústica con ruido blanco de 90 dE SPL.
4.-La ganglionectomía cervical superior disminuye drásticamente (aproximadamente
82%> la concentración de noradrenalina en las cócleas denervadas, sin
modificar las concentraciones de dopamina, o sus metabolitos DOPAC y ácido
homovanílico, o de serotonina. Este estudio permite indicar que la inervación
simpática coclear proviene mayoritariamente del ganglio cervical superior y
contiene fundamentalmente noradrenalina como neurotransmisor.
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5.-La serotonina presente en la cóclea puede provenir de dos fuentes principales:
hemática y neural. La mayor parte de la serotonina coclear <aproximadamente
el 76%) procede de la sangre. El 24% restante podría estar localizado en las
fibras serotoninérgicas que inervan el receptor auditivo, cuyo origen y papel
funcional son actualmente desconocidos.
6.-Los vestíbulos de ratas pigmentadas y albinas, machos o hembras contienen
dopamina y serotonina. El turnover de ambas sustancias es mayor en la cepa
pigmentada, y en el caso de la dopamina en las hembras. Sin embargo, la
concentración de noradrenalina en el vestíbulo es independiente del sexo de
los animales y de la cepa estudiada.
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Dopamine (DA) appears lo be one of Ihe patative neuroíransm¡tíers of Ihe lateral elferení olivocoeblear f¡hers. ¡lowever. jis role ¡o te cccchlc:cr
physiology remains unknown. 1,~ ibis siudy, animals were exposed for 1 1, lo whiie itoise al 70, 90 or líO IB SPL ar were kepí iii ~íLcnce
condiiions. Afterwards, ihe cochícar coniení of DA and jis metabolites dihydroxyphenylacetic acid (DOPACI aud bomovanillic atOl ([IVA) ocre
analyzed using HPLC coupled lo eLectrochemical detection. Cochicar DA conceniraijon decreased wiih ihe noise ¡niensilv. ohile coctítcúr
DOPAC and HVA conceniraíions increased. Males presented higher cochicar DOPAC cantenis and lower 1-IVA conienis than (emoles. Tbk
sexual dimorphism couLd be related lo ihe hink between DA and gonadal steroids. Presení resulís show thai DA. as olber hjieral efferemt
neuroíransmiííers. is released and merabolized in relationship wiíh ihe noise siimulation, and saggest thaI DA coald be ¡ovolved ¡o
ruodulation of ihe íype 1 afierení fiber activity.
Dopamine (DA) was first detected in the rat cochlea
using high-performance liquid chromatography cou-
pled with electrochemical detection (HPLC-ED)
9”0.
The presence of tyrosine hydroxylase-Iike immunoreac-
tivity and the absence of dopamine-p-hvdroxylasc-Iíke
immunoreactivity within the lateral olivocochlear
(LOC) system suggested that DA was located in these
fibers’2’8. lmmunoelectron microscopy using aMi-
tyrosine hvdroxylase antibodies, together with deple-
Loa studies after 6-hydroxydopamine (6-OHDA) ad-
mínistration also supported that sorne LOC fibers could
be dopaminergict Moreover. it has been recently re-
porteé that the dopaminergic agonist piribedil protects
te prirnary afferent dendrites against ischemia ~.
Although the localization of coeblear DA seems
clarified, its physiological role remains controversial. In
fact, previous intracochlear DA perfusions had no el
fect on coeblear potentials’, while recent studies
showed thar tire intracocirlear administration of
piribedil modified te compound actiori potential
(CAP) recording ‘~.
Noise stimulation resulted in an mercase of tire
coch[ear turnover of GABA and Met-enkephalin. othcr
putative neurotransmitters of the LOC efferenr sysrem.
suggesting that they could be involved in tire medula-
tion of tire afferent fiber activity50. However, cffects of
noise stimulation en cocirlear DA contení huye neta
been previously analyzed.
The airn of tire present work was to study tire effect
of false síimulation on tire cocirlear DA tarpeya tú
provide infermation on tire participation of tir is ata re-
transmitter in tire peripireral auditory process. For tirat
purpose, the cochicar contents of DA and jis metabo-
lites dihydroxyphenvlacetic acid (DOPAC’) ami he-
movaníllie acid (HVA) werc examined using a l-IPLC-
ED system. Both metabolites were monirnred sirve
DOPAC is an intracellular metabolite of monoamine
oxidase, while 1-IVA is tire final metabolite arising ítem
botir intracellular and extracellular DA degradiag
pathways4 [‘3 192<>, Tirerefore, DOPAC leveis coald 1w.
form ayer tire DA uptake ami over tire mala DA
degradahan pathway, while HVA leveis eeuU ialerm
over tire global DA degradation. Botir males ami fe-
males were independently analyzed because cochicar
Currespondenee: 2. Gil-Loyzaga, Apdo. de Correos 60.075, 28080 Madrid, Spain. Fax: (34) (1) 3941374.
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merpiralagical differences were previously reporteé’’.
Moreaver. recordings el cocirlear micrepirenies (CM)
md brainstem auditory cvoked potentimís (BAEP)
shewed sex-dependent differences3.
Eouy Leng-Evans adulí rats (20 males and 20 fe-
males>, about 200 g body weight, were used under deep
general anestiresia (uretirane). Animals were divided
ata eight experimental graups of five anirnals. Facir of
tirese greups was independently exposed te wiríte noise
mt 70, 90 or 110 dB SPL er kept in silence during an
hear. Noise stimulation was carneé out ja ma anecirole
ciramber wirjcir filters false fram tire outside of less
tiran 30 dE SPL. Tirese inteasities were previously oseé
te study the effect of noise stimulus en tire cacirlear
coateal of Met-enkephalin6.
After 1 ir of noise expesure, cecirleas were rapidly
removed md scratched iaéependeaíly in 200 ~tl of
ehilied 0.2 M percirlerie acid, tiren tires’ were senicated
ané centrifugated (11,000 rpm, 10 mm, +40C). Super-
amtmnis were quickly frezen at 800C, stored for no
more tiran 3 days, and used lar carecholamine determí-
a a t ion.
Cecirlear supernatants were injected mía a HPLC-
lSD system ta measure DA, DOPAC and HVA con-
ceatrations. Catecholamines were separated using a
reversed pirase celumn (Nacleasil 5 CIS IOOA, 150 X
-té mm). Tire mobile pirase was a 0.1 M acetate/O.) M
cimate buffer (pH 4) containing 228 mg/l of EDTA, 45
mg/l of sadiom actyl sulpirate and 10% (y/y) of
metiranol. Tire flew rate was set al 1 mí/mm. Electro-
chemical detection was acirjeved wjtir a ceulametrie
detectar (Caulochem 5100A, ESA) utilizing tirree elee-
trudes (ceaéiiiening electrode = —0.40 V, preoxida-
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alíen ¿it 70, 01) or II)) dE S[’L C?ííiisp¿cr¿scrns [retoecil ‘¿¿críe:
cundirjoas ¿oíd 501W si¡a,alai¡ori ‘re gíven mi P e ([[5. />- [.01
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te irs ¿cíes.
han electrode = ±0.10 V ané workiag elecirirele —
+ 0.35 y, mIl vs. H , H + refereace elecírudes>. (ate-
chelamine canceatratjoas were qoantified frení ihe
cirromamegrapirie peak ireights asing exterail usmandarús
(DA and DOFAC from Sigma and HVA frum Merck).
Tire linemrity of tire detector response lev DA. IÚGPAC
aad HVA wms tested wiihmn tire conceatratien r¿íríees
detecíed in tire cocirlear saperaatmnts.
Statistical analysis wms carneé oía bs’ cumpa roe urs ut
mean -~- standard deviation asing ihe Studeats -tesr.
Fer mil neise míe asiLes, tire mean val tres o t he
cocirlear DA canceatratioas ja tire síjmulmted cuciticas
were lower tiran ja mirese cocirleas kept a silence
(equivalent te 30 dB SPL). Mareever, as no¡se iníens¡-
ties increased, lower cacirlear DA ceacentratiens were
fauné. Differeaces fram expesed animaL wiuh respat
ta tirase kepí la sileace werc st,~tistical lv mure si e rs i fi -
cmnt from 70 dB SP L un (Hg. 1>. Ma les a acÁ fe r~ ¿‘les
preseated sligirt differeaces jis mireir cuchle:ír LOA <en-
ceatration, whicir were aol sigaificaat mt a ny ¡ rs e psi tv
level (Fig. 1).
Cacirlear DOPAC cuaceatraticas were hrgher lis
neise-expesed animals thaa ja tirase kepí in sílence.
Wirea nejse inteasity increased. cacirlear DOPA( eisa-
ceaíratioa mIse increased, mad a sigaificaní difrereisce
frem 90 dB SPL on was fuaad (Fig. 2), when ccirsm¿rred
lo anirnals kept un silence. Altiroagis síarist e: 1 ci itípi r-
Loa beíween males mad females wms aat sioííificani.
PÁg. 2 sirows sligirtly irigirer coaceaírations uf DUI1AC
la males tiran jn females fer mil leveis al aulse sí liii u
tion and lar silenee coaditicas.
As wms for DOPAC, cocirlear HVA ceaceatraíru~ss
deteeted ja silente canditioas were Lawer thais trise
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~ * ¡‘<0001, Comparisna beíween males and lemales s gwea as
1’ < (>05, P < 1)1)01. Values are given ¿si mean ±S.E.M. ti,
It) ja cacir group). Open hars, males; síriped barí, females. NS, aol
signiticaní. * P <0.05, * * E <0.01, * ** E <0.001.
detected ir> animals exposeé te noise stjmulatjen. ané
cecirlear HVA values increased wjtir noise iníensity
(PÁg. 3). But, ja centrasí te cecirlear DOPAC caneen-
traiians, females siroweé a irigirer cocirlear HVA con-
tení in silence eondjtions tiran males. Moreaver, tire
mercase of ceehlear HVA concentratien with tire neise
level was mere pronaunced ja females tirar> in males.
Sex-éepeadent éjfferences ja cocirlear HVA caneen-
tratjons were significaní aí ah levels of stjmulation ané
irjghly significaní at sileace ané under 110 éB SPL
stjmu[atjon (Fig. 3).
Batir ja males ami lemales. neise expesure predueed
a deerease la tire coclílear DA conteal ané an increase
in tire cecirlear contení of its metabolites DOPAC ané
HVA, wiricir suggested ma increase of tire cocirlear DA
turnover. Tirese moéjfjcaíions seem to indicate thai
neise induces tire release of DA from tire LOC fjbers
ané jts degradation. Thus, an increase is observed
cítirer in tire DA iníracellular catabolite (DOPAC) er
a tire final metabolite of DA (HVA)4’’’3’920. Tirese
resulis are ja agreemení witir dala obtaiaeé for Met-
eakepiralja aad QABA, otirer putalive LOC neuro-
íraasmitters, when animals were exposed to whjle
aejse~6, suggestiag thai noise síimulation resulíed in
tire release of efferent neuretransmitíers. Alse, al] ihese
dala cauhé inéjrectly support ihe localization of DA ja
libers of tire LOC system, and suggest thai DA caulé
participate ja tire regulaijen of primary afferent fiber
aeíiviíy. Tire mechanism te induce tire release of DA
cou[é be a neuronal circujt. It woulé jaclude fibers
from superior audjtory pathways. ih=uwould reacir tire
lateral nucleus of ihe superior oljvary complex.
Males sirewed sligirtly iigirer coehícar DGI>AC c.mn-
tenis ané mmrkeély lewer cocirlear HVA centenis. e’-
tirer under sileace coaéjtjeas er alíe r noise st ¿mss Lila-
ijea. Tirese djffereaees suggest a sexual dimerpiisas te
regulate DA turaayer ja tire cecirlea. Tus sexual di-
merphism ceulé be relateé te tire liak between DA ané
gonadal sieralés. la tris way. jt iras been reporteé ural
e ¡tirer ovaríeciemy or esirogeas aad/ er pregeste rene
trealmení modify tire DA-relmied beiravíer. tire DA
receptor dens¡ty mnd tire levels el DA metabeljtes ja
sorne areas of tire nervaus svsiem ‘ ~ I-Ieweyer. Ur-
tirer investigaticas are needed to finé an exptaaatieís te
tirese sex-depeaéeai diflereaces.
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Piribedil Could Modify
Dopamine Turnover in Cochleas
Under Noise Stimulation
Abstract
Dopamine (DA) is ene of tire putative aeurotransmitters of tire lateral elfereaí
olivocecirlear fíbers. The cacHear DA content afíer noise exposure was ana-
lyzeé using irigir-performaace liquid chromatograpiry eoupled wjtir electro-
chemical detectjoa. Animals were exposed lar 1 ir te wirite noise at 70, 90 ar
110 dB SPL or were kept la eonditions of sjleaee. Hall of tire animais were
pretreated with pirjbedil, a D2 agoaist, and tire otirer hall served as controL. Ja
control (untreated) anjmals, noise stjmulation resulted ir> a progresswe
decrease of cocirlear DA coacentration. Tris decrease was scarcely detected
wiren animais were pretreated with piribedil. Presení findings inéjeate thai
piribedil modUles
Iritroduction
Tire presence of dopamine (DA) ja tire rat cocirlea was
lirsí detected usjng higir-performance liquid chromatog-
rapiry caupled witir electrochemical detection (HPLC-
ED) [1. 2]. Immunohistociremical studjes demonstrated
tire presence of tyresine irydroxylase and tire absence of
DA 13-irvdrexvlase witirma ihe lateral efferent oljvococh-
lear system, suggesting íhat DA could be presení in these
fibers [3—5].
Tire role of DA la tire cocirlea remalas unkaowa. Elfer-
cnt depaminergie fibers could be involved in tire control
and/or protectien of prjmary aflerení nerve fmbers. Haw-
ever, tire intracocirlear perfusien of DA produced no
elfecí ea cocirlear poteatíals [6—8].Recently, it has been
shewa thai aceustie silmulation modUles tire turaever el
cechlear DA [9], jadicatiag that it could be involved ja
tire auditory neurotraasmissioa process.
cocirlear DA turnaver under false stjmulatioa
Piribedil js a dopamiaergic ageaist of t~pe D~ recep-
tors, wirich iras been used la tire treatmeat of patirologies
related te a decrease al endogeneus DA, sucir as ia Par-
kinsen’s éjsease [10]. A decrease of DA eauld be alse
involved ja tire pirysiopathelogy el serne inaer car dis-
eases, sucir as vertigo, tianitus or irypacusia. Tiros, tire
stuéy oltire eflect of piribedil ja aajmals expesed te noise
stimulatiea can pravide more information en batir ce-
cirlear DA turnover and tire role of D2 agonists (le. piri-
bedil) ea tus turnover.
Material and Methods
Batir cocirleas [ram 48 Laag-Evaas adult male rais (about 200 g
body weight) were used. Hall of the animais were intraperitonea[l~
injected wiih 20 mg/kg of piribedil 1 ir befare tire noise stimulatioa.
Tire otirer hall served as control, receivjag an injection wiíir dislil-
lated water. Batir groups of animais were exposed, under general
O.
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Tabie 1. Cacirlear DA eoneeairation ¡a
cuatro) maimals aher 1 ir ¡a sjlenee pr under
o-iite no¡se expostire (a = 12)
Aceustie stimulation pg DA/cacirlea
S¡Ieaee 96 33 _ [072
7OdBSPL 6217+799*
9OCIBSPL 5383474**
[10dB SRL 35.92±5.42***
Data are expressed as mean t mediura
standard errar. NS = Noí sigailicaní.
* p <0.05: ** p <0.01: *** p <0.001.
Tabie 2. Cocirlear D\ coaeealratuía ¿a
pi ri bed¡ —treated a a mais ¿Píe r 1 ir iii st le ncc
or under wirite noiseexposure a =
Acaustie stimulatioa pg DA¡eocirlea
Silenee 9650<1031
70dB SPL 83.83<3.67 NS
90 dB SRL 81.54<8.95 NS
[OdBSPL 71.21±5.1)6*
Dala are expressed as mean mediera
standard error. NS Nol siga¿tieaat.
* -p <- 0.05.
unesíhesia (urcíhane>. lo wiritenoise mt 70.90 or 110 dR SRL cm kept
ía sileace dur¡ag [ ir ia an mneeiro¡e ciramber. Mier noise st¡asula-
lien. wirile síjíl under general anesíhesia, tire animals ocre mme-
diatelv saeriñeed. Botir cocirleas were rapidly removed ¿sad serateired
independermtlx’ ja 200 ~tloleirilled 0.2.11 percirlorie acid. Tirey were
tiren sonicaled and cearrifugared al 4 i(’
Tire DA eonceatraíiaa ir> cacir individual cocirlea was analyzed
usíng HPLG-ED. Tiremobile pirase was mis acetate-citrate bulfer (pH
4ícoataiaiag298 mgIl EDTA. 45 mgllsodiumaeíylsulfateand 10%(vol/vol) metiranel. The flow rato wassetas 1 ml/mja. Detection wms
acirieved syilh a eoulomelr¡c deleclor (Coulaeirern Sí OQÁ. ESA) and
twe eleetroehemical celís with H~/H~ relereace electrades (aaalvtjcal
ccl>. madel 5011. misé eonditioning ccli. medel 5021. betA ESA).
Poteníjals cirosea were —0.40V ja tire canditianiag eclI. +0.10V ja
tire llrst elecírode oftire analyíical celí mad +0.35V ir> lire deteetior>
electrode, Caíecholmmiae eoneentratioas were quant¡Ñed lrom íire
chromatagrapir¡e pcak ireigirís. Neitirerpiribedil nar ¡Is threemetab-
cíjíes that were stud¡ed were delecíed ir> aur HPLC-ED coaditinas.
Statistieal analvsis was carried pat by tire comirparison el tire
medas a símadará dcv ation usiag Students tesí.
Results
Control anirnais exposed te wirjte nojse showed a
Iewer cecirlear DA coacentration tiran anjníals kept ja
silence (table 1). The cocirlear DA concentration de-
creased progressively with tire noise level. Tirus. cocirlear
DA coaceníratior> decreased 35.5% when anirnais were
exposed te 70dB SPL (p < 0.05), 440/o (p < 0.01> whea
animais wcre expesed te 90 dE SPL and 630/o (p <0.001)
uñeran exposure of 110dB SPL.
Piribedil-treated animais presented scarcely lewer
cocirlear DA coacentrations alter whjte neise stimulatjon
tiran time in silence cenditions dable 2>. Tirus, after
70dB SRL exposure. cocirlear DA ceaceatration was 87%
olíirat ir> sileace. after 90 dE SRL 840/o, ané after 110dB
Table 3. Comparison between cocirlear
control aad pi ri ired¡ —treated ma ¡ mml
DA C&Sae<Ptrativas LP
Contral/tremted Sjlencc 70dB 90 PB [10dB
Silenee NS
70dB <-0.05
90dB <([([5
110dB -Á7c00[
Siatisrjeal analvsis performed v.itir Studenrs teto.
SRL 75%. Tris decrease was el no significanee at 70 ané
90dB SRL. Oaly tirase animals exposed te 110dB SPL
sheweé a slighdv signiñcaat deercase ja cecilear DA <ea-
centration (p < 0.05).
Tire statistical cemparisen between cecirlear DA con-
eentratjens ir> control and piribedil-treated aajmals is
shown jn table 3. Djttereaces were ebserted oaly jo aamse-
exposed anirnais. Tirus. cocirlear DA coacentraijeas were
sigaiñcantly differeat at 70dB SPL ané hjgirer. being
higirly sigaificaní at líO dE SRL (p < 0.00).
Discuss¡on
Tire linéings of tire present paper indicate thai ce-
chicar DA conceatratien is dependent ea sound síimulm-
ijar>. Tiis ñading obtajned lrorn pigmeated rais tus well
with previeuslv reperred dala ebíajaed Iraní albino vais
[9].Tiras, DA. a putative efferent aeuretraasmmííer. <otilé
be javolved in tire auditorv process. Nlet-enkepiralja.
e
anotirer putaíjve neurotransmitter from tire cecirlear el-
lereat systern, showeé a turnover increase during satiné
stimnulatjon [II]. Marcaver. meí-enkephalin ané CABA
cancentraticas increased jn tire perilympir during aojse
expasure [12]. Tire present results indicate that DA iras a
similar turnover te that of otirer putative lateral elfereat
svstera aeuretraasmitters (cg. met-eakephalia arCABA)
ané ceuld participate ja tire regulatien of tire activitv al
priman’ afferent fibers. As met-enkepiraljn éid [11], tire
cecirlear DA ceaceatratjon stroagly deereased (35.5%)
aher lb of a 70-éB exposure. suggesting tirar Ibe dopa-
minergie lateral olivecocirlear libers rnay djscharge even
witir mederate noise stjmulj.
Animais pretreated wjtir piribedil. a depaíniaergic D9
aganisí. and exposeé te wirite neise exiribjted a diflerent
cecirlear DA. turnover lrom that el control (untreated)
anímals. Ja fact, ja piribedil-treateé animais, tire cacHear
DA conceatration djé not decrease witir naise level. Onís’
tirase animais exposed te 110 dE aher piribedil treatment
sirewed a sljght signjficaat decrease la cochlear DA con-
centration (26
0/o; p < 0.05). Tus findjng sbows that pirí-
bedé diminished tire cacHear DA turnover ja anirnais
exposed te wirite noise.
Pjribedil, as a D~ ageníst, migií act éjreetlv ea D~
cocirlear receptors. Bat. witirma tire cocirlea. tire preseace
el éepam¡aergje receptors. ané tirejr t~pes. remaías on-
known. urea could be locatedea aliereat deadrites (post-
synaptic). ea elferent dopaminergie eads (presynaptje au-
torecepters) aad en cacirlear bleod vessels. as ja osirer
parts of acural system [13—15].Preseat resalís shaw tirat
piribedil produces a deerease ja cecirlear DA tornover
when tire aodjterv svstem is stjínulateé. Tus suggests tirat
piribedil ceníd act ea D~ reeepíers locateé en cocirlear
nerve iibers. altbeugh we cannal exelude tire presenee of
D=receptaus ea cacirlear bleed yesscls.
Aeíing ea cocHe-ir depaminergie receptors. piríbedíl
could mjmic tire eflects of endogeneus DA ja phvsielogi-
cal and/or patirelogical condjtjens aad. tirerefore. eculd
protecí auditera receptars un patirelogjes aiiectjag tire
cocirlear dopamjnergie sastem.
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,Xhstract
The preseace of dopamine (DA) witirma tire cecirlea iras been previcusís’ reporteé. iadicmiiag tirat ¡ti turaever mercases onder
acíse stiasulatioa, [a tire presení repart, piribedil. a dopamiaergic D, agoaist, was used ja arder te provide eyidepce íd tire
acr ivi ív of 0. receptOrs ja tire turnoyer of DA under noise stjmulaíjan. Leag-Evaas rais were iatraper¡taaemllv injected w¡th
dist¡lled water cm wjtir a salotion of piribedil ene haur previeosly te ejtircr noise or silente expesure. Noise stirnulatiop was
pertormed ja ma maechaje ciramber al 70, 90 or 110 dE SPL lar one ireor. Tire animals were tiren saerificed macÁ tire eeeirle¿rr
cealcais of DA ¿sad its metabolites diirydrexvpheaylacetic acid (DOPAC) mad iromovanillje acid (1-IVA) were quaotilied 1>
HPLC with electrocircmical detection. Tire adminisiratian of piribedil te aaiasals kept ¡a silenee d¡d aet medify tite ecehicar DA.
DOPAC mad 1-IVA coateat. Noise itimulation resulted ¡a a decrease of tire cecirlear DA coalcal mad ma mercase el tire cacHear
DGPAC atid 1-IVA ceníenis ¡a vehicie treated aaim¿rls. Ihe adm¡nisíraíion of piribedul resulted ja a bleckade el tus: mase
indueed cochicar DA turnover. Tirese results suggest tirmí piribedil stimulatcs cacirlear D, receptan coatrolí ¡ng tire coeblear DA
release. Piribedil action on D. rcecptors cauld explain tire imprevemeat abserved ¡a sorne coeirleo-vestibulmr diseases siga’: :ítter
piribedil trcmtmeat.
Kc~ words: Dopamine release: Wirite naise; 1-IPLC: D, mgea¡st; Pirjiredil; Olivococirícar eflerení sysíern: Cocirlea
1. Introduction
Cateeirolmmjaergjc systems projectiag lo tire cocirlea
wcre descrjbeé caríjer by usjag tire Falk-Hillarp fluo-
rescence metireé (Terayama et al., 1966; Vjanjkov et
¡966: Spoeadlia ané Ljcirteastejgcr, 1966. 1967;
Ross, 197>: Denserí. 1974: YI¡kawskj el al.. l979a.b)
mad elecíraamicrescapy (Terayarna ci al.. 1968; Ross,
1971: Deasert ané Flack, 1974). Twa of tirese cate-
cirelaminergie systems. frení tire siellate ané tire supe-
rier cervical gangUeas, were latiné respectively projecí-
ng amotiné tire bload vessels, misé iadepenéeníly of
tirem. ja tire viciajty of tire habenula perforata (Viani-
kov el al., 1966; Spoenélin ané Ljciríeastejger. 1966,
1967: Terayaraa el al., 1966. 1968; Ross, 1971; Denserí,
Cerrespoad¡ag autiror. Fax: + 34 (1)394-1374.
1974; Densert misé Flock, 1974). A tirjrd system. cartier
anis’ observeé by Vjnajkev ci al. (1966). was fetrad
wjtirjn tire janer spiral bunéle.
Tire presence of cmteciro[amjnes wjtirma tiresc tirree
neural bunéles iras been aaalyzed usjng immtiaecyte-
circmjstry, 6-hyérexyéopamjne taxicity macÁ auter:íd¡ee-
raphy. la fact, tire preseace of tyrosiac irr-dnuíxvt:íse
(TH)-ljke immoaereactivity, ané tire absersce of
éopamiae-¡3-hyéroxylase (DBH)-ljke ané pirenvle-
tanalamine N-meíiry[traasferase (PNMT)-Iikc ím-
munareactjvitjes en fjbcrs beleagiag te tire inaer aoci
the tuanel spiral bunéles, caulé suggest thai tires con-
taja éopamiae (DA) (Jeaes eí al., 1987; Ltsmm¡ et al..
1988). Immuaaelectronmicroscopic siudmes ot ~EHex-
pressjon inéicated thai TH-ljke immuaoreacííxe trireus
lecated wjíhma tire ergan of Ceríj ceulé correspené te
tire oljvecacirlear lateral elferení system (Charachea
ané Eybalia, 1990; Eybalja et al., 1993). Thjs resulí tits
(f3’f4-555 5/94/S07.00 ¿1994 Elsev¡er 5c¡eace BV. Ah rigirís reserved
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well wjtir tire preseace el TH, ané tire abseace al
DBH, witirjn tire Literal superior oi¡va (Iones ¿md
Beatiécí 1987; iones et al., 1987; Vjnceat. 1988). More-
ayer, nerve fjbers djstrjbuied ouisjde of tire ergan of
Cari. ,ssacjateé er aol te bleod vesse Is, exirlbjtcd
TH-ljke macÁ DBH-ljke jmmuaoremctjvjty. tris beiag
negative DBH-like immoaoreactiviiy, whicir prebably
suggesís íiraí tires’ ceníaja aoradreaaijae (NA) (Janes
ci al., 1987; Usmrn¡ ci al.. 1988), without excluding tire
presence el DA wiiiria tirem.
Resalís ebíaineé bs’ 6-iryérexyéopaminc jaduced
toxíejis’ or mutoraéiegrapiry were cansistení witir tirase
ebserved asiag jmmuaacyíeciremistry. Tire 6-iryéroxy-
depaaíjne is a caieeirolmmiaergje jsomer el NA selee-
tively tmken up bs’ ejíber aeradreaergjc ar depamíner-
ele fjbers. Tire intra-cociriear (Ciraraeben ané Eybalin
1990; Es’baljn ci mi.. 1993) or sysíemie (Denserí, 1975)
mérninjsíratjea of 6-hyéroxyéopamine resulteé la tire
degeneraijon of sympmtirctie nerve fibers prajeciiag te
tire cocirlea, inéepenéeaíly or aol of bload vessels, ané
misa of sorne fibers beloaging te tire jaaer spjral ané
tunad eljvococirlear efferent bunéles (Denserí, 1975;
Ciraraciron ané Eybalia 1990; Fybalia ci al., 1993).
However, tire aptake of ~H-NA was oaiy reporteé
en ss’mpathetic terminals, buí aol an fjbers belongjng
te tire inner sp~raI ané tunad bunéles (Eybalmn ci al..
1983). Depaminergie fibers can also take ap 3H-NA.irowever. as was inéjeateé by Eybalia ci al. (1983), tireir
experjments avojécé tris upiake because of tire metireé
tirmí tirey useé. AOL tirese resulis sirongly suppori tire
hvpeíiresjs tiraí. ja tire cecirlea. éopaminergjc fibers
cealé be mmialy located in tire olivacocirlear lmteral
svstem. wirjle bloed vessel- ané non bloed yessel-asse-
címted sympatiretie fjbers caulé be mainly noraéreaer-
gie (Eviralia. 1993).
Cecirlear catecirolmmjae ecaceatraijeas iraye been
analyzed asing high-perfermance Iiquid chrematagra-
pirv ceupleé te elecírociremjcal detecí jan (HI’LC-ED)
(Rarey ci al., 1981, 1982; Gií-Loyzaga ané Payés-
Herbuté. 1986. 1989). Farlier studies (Rares’ el al..
1981. 1982) detecteé anís’ NA, wirjle mere mccciii siud-
íes mIse siroweé tire presence of DA (Gil-Loyzaga ané
Parés-Herbaté, 1986. 1989) ané jis metabelites (Gil-
Layzaga ci al.. 1993). Tirjs later repon iras also jadj-
cated cirmí noise stjmulatiea mercases tire turnaver of
cocirlear DA (Gjl-Loyzaga ci al., 1993). Tus resalí
ceulé be expiajaed by a general effecí of aoise ea mil
nerve flbers prejecting en tire cechica. Hewever, tire
narraw relaíionship betweea neise leve1 ané tire
cecirlear ceníení of éopamiae. ané jis metabolites,
mosí prebably jaéjcaíes a éjrect effect of nojse an
fjbers inveived ja Ihe auéitory reception or moéulatjan,
as coalé be tire case of elivococirlear fibers conlajnjng
DA (Gil-Loyzaga ci ml.. 1993).
Clinical sitié jes asing pirjbed II, a 02 agonisí, sirewed
¿lo mprevement of sorne sympíems (verílga. llanitas,
irypoacusim ané sudéca irearing less) assecjated ti)
eechlee-vestibular discases. Tirese elfect.s ~yere ¿u lirsí
relateé te tire vaseéjíaimiar pawer of piribedil (Circmner
el al., 1975; Bille ci al., 1986). Recení related stadies
irave suggested tirat pj rjbedil migirt mct ea coehicar
dopaminergie reccptors (Gallel macÁ Ami. 19S~9).AlI
tirese data suggesi tirmí tire befare menijaned diseases
migirí be assocjated w¿tir lewer cecirlear leveis el DA.
Tire aim of tire preseal experjmcntal wark Xvas te
maalyze tire elfecí el pjribedil ea tire cacilear DA
metmbaljsm ander aejse stimulmtiea, try¡ng te adé ja-
formatian la tire aforemeaíioaed cijaical resalís. Par
tirat parpase, tire caducar ceaíeats al DA ané Ls
metaboljies djirvdroxypheaylacetíc acjd (DOPAC) macÁ
iromavanillie acid (1-IVA) were qamatilied ¿ilter wiíjle
nelse stimalation. ander piribedil ay veirlele h-earmeat.
Preljmiaary resalís of tire present manascripí were
reporteé ja a sirerí form (Vjeeate-Torres ci ml.. 1993).
2. N4aterials and methods
Ferís’ eigirl Loag-Evaas adulí male rats (bady wejgirt
apprex. 200 g) were used. Hmlf of tire majmals were
iníraperitanealís’ jajected wjtir 20 mg/kg of pjrjbedil
(Servjer Laboratorjes. France) ene ireur befare tire
beginning of tire noise síimalatjen. Tire alba hall
remained as control being jajected wjtir distilled water,
Aajmals were divided ja severmí groups and. ander
geacral anesihesia (Uretirane), exposed lo wirjie noise
ai 70. 90 or líO dB SFL or kepí ja silence lar ene hetír.
Noise stjmulaljan wms earrjed oat ja ma aneciroje chara-
ber wiricir mlloweé a maxirnura of 30 dE SPL of exterior
nojsc te pass. After noise stimulatien. sufí under gea-
eral anestiresia, tire aniramís xxtre mmcd ateN decapo
imied. Batir cacirleas were removed ja less tiran aiaetv
secanés. Bach wirole cocirlea ovas ndepeadenílv
crusired ja 200 pl of cirilleé 0.2 M percirlerie aejd. tiren
tires’ were sonicated ané cenínifagated (11000 rpm, 0
mm, + 40C). Superamianis were qaickly frazea mt — 80k
ané sioreé lar no more tiran tirree das’s.
Cocirlear supernalmais wcre jajecíed jato) a HPLC-
ED .system lar qaaatifying DA. DOPAC macÁ HVA
conceaíratjons. Tire separation of caleciralararnes so-as
acirieved bs’ a reverse pirase caluma (Nuelcosil 5 GIS
tODA, 150 /4.6 mm) using a 0.1 M aceimie—Ol Nl
ejirate bulfer (pH 4) (coaímining 228 mg al LOTA.
45 mg 1 of sodium ects’l sulpirate) wiíir 1 (Y~ of
meihanol, as tire moirjie pirase. Tire tlaw mate “¿is set ¿it
1 mí/raja. Detecíjea was carneé cuí witir a eaulemet-
nc detector (Coalachcm SIOCA, ESA). Fjxed petenúmis
vs H ,/H refereace elecírodes wcre: eandiiieaing
clectrode = — 0.40 V, preoxidation electrede = + 0.10
y ané workjng elecírode = + 0.35 V. Caíeciralaatne
ceaceatraijeas were quantified frora tire cirramzuo-
grapiric peak heigiris usjng exteramí siandarés (DA dad
DOPAC from Sigma aad 1-IVA from Merck). Tire
liaearily of lire detector response ter DA, DOPAC aaé
HVA was tesleé wjíhia tire coaceatration ranges de-
tected ir> tire cocirlear supernaíaaís. Neilfier piribedil
aor tirree of jís metabolites were deteeteé ja aur
HPLC-ED ceaéitjons.
Statistical analysis was carrjeé aul by comparison of
mema ±standard deviation asing tire Siudenís t-test.
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3. Resulis
Whjte nojse sílmulation jaduceé a decrease of tire
cocirlear DA cancentration ja coatrol animals, bejng
more evidení uaéer lire irjgirest noise iaíensjíjes (Fig.
1). la piribedil treated aaimals. cocirlear DA coatení
did net cirange al 70 er 90 dE SPL as compared te
maimais kepí ir> sjlencc, altireugir al 110 dE SEL a
scarcely sigaificaní decrease jn cocirlear DA cantení
wjtir respecí la tire sileace centení was fouad (PÁg. 1).
Significaní djffercnces between tire cocirlear DA con-
tení jis pjribeéil aad vehicle treated anjmals were fouad
wiren animais liad been expesed te noise, buí nol after
sjieace condjíjons (Fig. 1).
Cocirlear DOPAC concentraljea ¡a control animais
pregressiveiy increaseé with noise iníensiíy. The éiffer-
cace fram sileace conéitioas resulíed sjgnifjcaat from
90 dB SPL ea. la animais under piribedil treatment,
coeblear DOPAC concenlratiens were similar ir> najse
exposed animais as cempared te hose kepí jis sjience
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Fig. 2. CeeMear DOPAC copee atrar¡ea afte r s¡leríce or avise [‘alu-
lahan ¿it 70, 91) cr 1)0 PB SPL. Ealpty han = d¡st¡l[ed “¿ita tre¿ited
aa¡níals. siriped han = pirihed¡l treated Ña¡ mali. Líírapa rí’ííít s he -
tweea s¡ ence coaditicas aríd noise st¡raulat ¡un are g,ve O ¿o = E
0.05, * = P 0.01. Th¡s coalparison resulted rse s¡gn¡(¡eÑa t al “II U 173
5PL ¡a control ¿sama-di ¿,ad al aay iatens¡ty level ¡a p¡rihcdil írc¿iteci
unes. Coníparisoas betweea p¡ribedi[ ¿md d¡st ¡1 led svítcr t re ¿ved
aa¡mals are givea ¿si A = E < 0.05. . & = E < 0.01, No 5igP¡l¡eÑat
differeace was found under idence coadilloas ¿md aher 7/> PB SPL
exposure. Values are expresed as aleaa ±SEM ( = 12 ¡a e¿ích
graup).
<PÁg. 2). As ter DA. afíer silcace cené jIjeas, tirere soas
no djfference beíween tire cecirlear DOPAC cealent ja
piribedil ané ir> veisjefe treated maimais. bat siilajjcaat
éjfferences were feuné jn aajmals expesed to 90 or 1 It)
dE SFL (Fjg. 2).
Conírel anjmmls expesed lo noise sirowed ¿in a-
creased cocirlear HVA ceaceatration witir respect te
control graup animais kcpt ja sjleace, tis js dilfereace
beiag statisticaily significaní al 110 éB SEL (PÁg. .3).
Cocirlear HVA coaceníraijon analyzeé jn pjrjbedji
treateé animais éjé aot sirow mny cirmage between
maimais wirjcir irad been aojse-exposed or tirase kept a
silenee. Diflerences ja cocirlear UVA eenceaírations
between pirjbeéjl Ireateé ané coatrol aajmals were
anís’ significaní ir> animais exposeé lo noise mt 11<) dB
SPL (Ng. 3).
4. Discussion
Fig. 1. Cochícar DA cenceatrat¡oa alter s¡leace or neise st¡rnnlat¡oa
¿st 70. 90 or ltD dB 5PL. Empty bars dist¡lled water treated
an,rnals, str¡ped bars piribedil treated animals. Coalparisoas be-
tween silence coad¡lioas and ao¡se st¡mulat¡oa are g¡vea as * = ¡‘
(>415, P <0,01, ~ E <0.001, Anirnals treated w¡th pir¡bed¡l
sirewed pu s¡gn¡ficant d¡ífereace (ron, sileríce ¿a ¡nteas¡r¡es líwer
tiran líO PB 5PL. Comparisoas betweea piribedil and distilled water
treated aniníals are givea as A = E <0.05, . = E < 0.OOt. Al-
ter silente cond¡t¡oas, no siga¡ficaní differeace betweea piribedil aad
dist¡lIed waíer treated aniníals was fouad. Values are expresed ¿si
asean -t SRM (sV —12 ¡a cacir group).
Ir> control (vehicle treateé) pigmenteé rus. cecirlear
DA concenlratjea djmjajsheé witir tire noise leyel.
¡neanwhile DOPAC ¿¿sud HVA concentraneas m-
creaseé. As has beca prevjously reporteé <Gil-Lovzaga
el al., 1993), tire decrease in tire ceciricar DA c-eateat.
togelirer wjlh lire mercase ir> its metaboljtes ceatent.
suggests tirat false exposore jacreases tire taraayer et
DA witirmn tire cocirica. Recení immunairistociremieai
sludjes irave suggesled tiral tire maja soarce el li)A
E. Gi/-Loyzaga ej a/. /Hearing ResearcA 79 (/994) /7S—/82 1 5 1
140
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F¡g. 3. Coclílear 1-IVA coaceatrat¡oa alter sileace or no¡se sijalula-
¡¡ea ¿st 20, 90 or 110 dB SPL. Emp’y han = distifled waler treated
¿ín¡rnals. str¡ped bars pir¡bed¡l trealed animals, Onis’ distilled water
reated ars¡aials preseated a s¡gm¡licaat diflerenee froa¿ sileace eoad¡-
Loas ¿st 1)0 dB SPL slimulalion t~ = 1-> <0.05). ANo ¿st 110 dB, it
was detected tire jusí s¡ga¡fieaaí differeace between piribedil ¿sad
d¡st¡lled water Ireated animals 1. = E <0.05). Values are givea as
alean ±SEM (A’ [2 ¡a cacir greupí.
wjíirmn tire cacirlea caulé be locateé ja tire olivo-
cocirlear lateral efferent enéings (Eybalin el al., 1993;
Es’bal ja, 1993) wiíhouí excluéiag lite presence of DA ja
perivascular mad otirer non-perivascular fibers (Janes
el al., 1987; Usamj el al., 1988). Adéjíjonal jnformatiea
from otirer LOC pulative aeurotraasmitters, sucir as
GAnA ané Met-Eakephaiia, favours tire hs’patiresis
tirat DA caa be also coasiécreé a LOC patative acaro-
traasmjítcr. In fact, GABA aad Met-Enkepiralia, tirat,
wjtirja tire cocirlea seem te belong enly to tire LOC
ss’slem. also sirawed a tarnover mercase ander noise
stimulatioa (Drescirer cl al., 1983; Eybalja el al., 1987).
Tire jacrease ja tire cocirlear DA turaever abserveé
ja control animals exposeé ta noise was blacked ir>
animais pretremíed witir pirjbeéii. Wiren maimals re-
rnaineé ja sileace, cocirlear DA, DOPAC ané 1-IVA
coacentraíjoas were sjmjlar betweea cocirleas from
controis ané pirilicéil treateé aaimals. Tirese resulís
néjeate tirat pirjbeéil effects were oaly detecteé after
nejse exposure. la elirer nervaus syslem regjons, can-
traversial resalís have been reporteé abaat tbe effeet
of DA aganisís aaé anlagonisís an tire basal DA re-
case (Zetíersírém aaé Ungersteéí, 1984; Farker ané
Gubcééu, 1985; Altar el al., 1987; Wooé et al., 1987;
Yekoo et al., 1988; Slarke el al., 1989; Timmermaa el
al., 1990). Whereas, tlie effects of the aéministration of
O. agonists or anlagoaists on DA evoked release are
belter understeoé (Faraebo ané Hamberger, 1971;
Cubeééu aaé Hoffmann, 1983; Parker ané Cubeédu,
1985; Altar el al., 1987; Mayer el al., 1988; Síarke el
al., 1989; Paljj et al., 1990).
la tire central acreerás svstear. ej ter- 1)- <Cee ~víit-o-,
press’naptic cm pestsynaptic. have been iaval’í cci [O t[W
control of DA release (Farache and H¿rmberger. 1921:
Keirr el al., 1972; Graves cí ml., 1975; Zetíersimbra and
Uagerstedt, 1984; Síarke el al., 1989; Paiij et al.. l9Y(l¿
Timmerman el al., 1990; Cestentin, 1991), Presear re-
sulís ceulé juéicate a sjmjlar effect of piribedil ea tire
cocirlea. Tire jnirjbitjan of tire DA release eyeked bv
pjribeéil ceulé be doc la tire sljmalatiea el D~ reeep-
tors ocaleé en tire depaminergie LQC acareas More-
ayer, a postsynaptic feedback ioep, ineludjag er aet tire
cecirlear auclej ané tire olivocecirlear svstem, cauld be
saggesteé. Recení merpirolegícal mad electrepirvs¿eleg-
jeal stadjes sapported ma mellan of pi ribed ji i)a tire
caciricar primaíy alfereal deadrites (PQCi ct al.. 993>.
Tire stimulaí jan of putalive postss’naptjc O’ recep-
lars locateé on tire primare afferent dcadrjtes. hesides
coatrolljng tire release of DA, caulé mimmjck tire
effects of endegeneas DA ja pirs’siological and/or mt
paliralogical conéilioas. Tirese effecís caráid explain tire
jmpravemenl of tire cíjaical symptems al some
cacirlee-vestibular éjseases (vertigo, llanitas, irypeueu-
sta aaé saééen ireariag lass) alter pjribedil treatmert.
Acknowiedgements
Autirers are grateful la Mr. David B. Deb¿ lar
language cerrecíjea. This wark has been supperted ir;
granís fram Spanisir DGICYT (PB91-0361) ¿md FlSss
(92/ 141) ané from Servier Labormíarjes (Ceorbeyu,e,
Fraace).
References
Altar, CA., Boyar, WC,, Dei, E, ¿mci Wood, PL. (19571 D¿ípaírsiae
autorecepíars modulate tire ¡a vive release el doparn¡ne ¡rs tire
frontal, ciagulírte ¿md ersLurh¡pa¡ cíírr¡ees. 1. Pir:~rírtacaI. ISp.
Tirerap~ 242, t15—120
B¡lle. 1.. Bukowsk¡, IV.. De Ferren. C.. Delatoar. 1<. [Ii lId - 1-.
Fauclien, P.. Frarrck. T,. LI¡rard, /.L.. LIraa¡er. LI. MedIo. M..
Manciel, O.. Nuazi, R.. Roas, M., Schaeider. M. ¿oíd k¡vi¿rc. LP.
(1986) Décl¡a cérébral et thérapeutique: U nc ¿lude clirsi~ae
muleicentrique da Tr¡vastal 50 Re[ard~ en NTcar -LI¿r¡¿írric Psi-
ciro). Méd. 18, 609—626,
Characiron, LI. aad Eybalia, M. (1990) Putat¡ve dííparsíiae míe efier-
cnt <pí¡vocoeh)e¿sr> inaervaúon al tire cocirlea: Inmu,,iíeleetron
mrcroscopy ¿sad elfecís of 6-OHDA. Eur. 4 Neurusci. .Sappl. 3.
152.
Cesrear¡a, 3. (1991) Réeepíeors duparaiaerg¡ques: [)lar¿iJ>ic l
actipas, JAMA Suppl. Mors série. 9—15.
Cubeddu LX. aad Mefimana, lS, ([983) Frecuersc~-Ucpcrsdepr re-
[case of acets’Jcholine ¿md dapaal¡ae frera r¿íbb¡r >írí:ííuoí: íís
modulation Ss’ dopam¡aergic receptors. 5. Neurccirerrs. 41. 94—1111.
Dease rl. 0. (1974) Adre aergic ¡a neiva ¡un ¡ a tire r:iirir ¡1 eíícirle a -
Acta Oto-Latyagol. 78, 345—356.
Deasert, 0. (1975) Tire etfecr of 6-hydro~dopansipe op tire raiiit
cocirlea. Acta Oto-Lary-agoí. 79, 339—35].
De asert. O. aad Flock, X. (1974) Aa e lecíron-ra icroscapie ~tírPv of
S¡lence 70 90 110
lntens¡ty (dB SPL)
E, Gil-E íszcga ti <i/. > //<0 ring Rsseíi1v-/i 7~ 1/904> 1 75— 182
reilergie rrsaervalt’iOS a rIsc coeirleÑ Acta 01<1- LÑryogol. 22,
15—l9%
ter, Mí.. Osescirer. DLI. ¿md Medina, LE. (19831 E/leas cf
.ríund st¡íssulri ion st several lewis ca ccaCCatr¿itiO’~5 cf 1,riasáry
Ñnt¡nes. ¡r,clorditsg ;,~<1~OtíaOSiis¡dCr caodid¿li~~ ¡a penlynipir of
tire gu¡aea pig ¡nací car. 1. Neurocherfl. 41, 309—329.
talio. Nl.. Rebillard LI.. Jprry. iii. ¿md Cupo. A. (1982) EIte-cí of
anise leo-el Pa tire ~¶~l.er>keph¿slí~1ccntent of tire guinea puS
chíes Br o Res- 418. l$9—l~2.
u fi ilía lvi (1093> Nc a,íítrÑflsPSi)tefl* atOl ,woromoídhilÑtOP< <>1 tire
rsssmts$ihídti cocirlea. 1’hvsiel. Res. 23. 309—323
Eviralírí M Calas, A. aoci Pajel, R. ([983) RadieauiOVdPir¡C sdvdy
ni tire Wrnpathel¡c (¡Seis ¡a tire cactílea. Ada eo-a-lary,,gel. 96.
1,9 24
E’íir.ílín. Ni , t haraehon, LI, aad Rer>a>d. N - (19933 OopÑal¡aer/¡c
ítc<al eltereal ¡aoet’/StiOn el tire gu¡ners-P¡S cocirl¿a± ¡írSISXOiaí.>
ciectron mrcrísscOpy of LalCClSal¿salllCSYntires¡¿a¡PS calvases ¿sud
ertecí cl 6..irsdrox’ídOpanstPe. Neuresc¡ende 34, 133—142.
Faracho. L. aoci llamberger B. (1~fll> Orog.¡aduced cirartges o tite
rejease al 3171 alOPOaOt,ites Frcm Ocíd so-irn,alríted ral twain siices,
,XCIÑ Phís’sicl Sejod Soppl- 321, 35—44.
LIallet.B.aad Arte 1’ (1089) Etticac¡t¿ de Tr¡vastal 59 Re½írdan,
les syndreíaes caducO o-esíihur)Ñ¡rC5. Arel>. Oíclaryiigal. l-(urs-serre
lo ¡líe t, 5(1—
LI¡i-Leyz.aga. P uad P<trcs l-lcrtíorté, >1- <1)8.6> Prí¿scíteo- ci pera-
drenaline aoci doparaine ¡a tire sibIl ¿md developiog <st <ocirící.
Neurosdí Lete Suppl. 26 1,4
(sil t.oyZ¿sga 1’. aad Psr¿s-HetPutC N (1~4S9) HPLC detectan of
depúrliil’e aoci paradrepálifle o te cocirlea cf adoh aríd dcveleP~
(0/ NIN Dcvi. Brair> Res Is 1 ~2 160
Xiii l.osz¿sga Pv Fernínde¿a.Nt íleo, 1> k íeeateTottts MA: Remetíl
Nl LectoraS 1-1; Arce-A Esqorlína A (1993) E/VeIs oíl anise
straucrtatiOít ca cocirlear dcparrrta’t meirubolisn’.. Brain Res. ir23,
122—ISP.
LIre¡oer LI.?.. Ccarae’¿. C. aoci cijílel. E. ([975> Le Trivasta daas lvi
~ ecchl¿cyi¿St¡bu la res dorugiad vasco arre luí lvi
lhérapeutiQoe de la forme jojeetable ¿al do cOmpT¡O>é a lubcratíOti
ecistrólee. VS Mdci, 34, 2876.
Greses. 9.N4. Wibon. Ci-. Yaírag. 8.1. and Reirce, LIV >92»
$clf-inhib¡t¡Ou> uy dapam¡nergjt¿ acercas. Sejenee 19>1 <> <‘9
Iones. BE. aoci Beaudet. A, (19S21 Disítibation of ace(ifritOI’OC ant
caícchel¿iiii¡ nc ‘ic urcas ¡p tire ca bra¡PSlCal: Ñ eirol¡r>íi acelrl,t-rat.
(erase a,íd lyrosioe irs’dro~iase ¡osniuoohistodheiislí>il sladv
Comp. Ntorcí ‘tI 15 32.
Jane,. N~. Fa 1 apd Allschcrler, RA. (1982> Tytos¡OC hydroxyl¿s5C
¡masunere r<pstt, de itifies poss¡ble c¿ítechotdOiiOCrgie (¡ben ¡a
tire cí-gan cf Cori 1-te,rr. Res. 30. 33—38.
Ke[t,, W,. LYrIsseo A. Líadqvjst, Ni., Magau5$Oa, T. aoci Alaek, t/.
<1922) Evndeace ter u receptar.m¿ad¡AtCd /eedbat¿lo control cl
siriatal 1’ rosí oc hydraxylasiZ pctiQty. 1. PhaftW. Ph¿irnti<cat. 24.
2.14—242
Maver, A., L¡íssberger, ir, aoci 5$arke. 1< (19h51 Tr ,ns,a¡ticr release
paileras of aoradreoerg¡C. daproís¡it¿arS’c sai cirol,iSCtg¡C axefls ¡a
rabh¡l brain slices dur¡ag sirarí pulse tratas aoci tSe eperation ci
prcsyoÑpt¡c5atorCcePlOr~ NaunyO..Schmfltdíeb¿ai<A Areir Pirar-
ataco
1. 33¾.ir3=--643.
PalO, P,. Bol). DR.. Sirceiron. Ml.. Mr lar 1 Staotocrd. 1.. krti¿.
Z.L. aoci &-lootpirrey. EPA. 0990> Pressaapliv regí.Pa(iCa of
dcparn¡nC release ja corpus striatula osoa,lcred Ss’ (ato csclic
vcltarnOietty. Brain Res. 509. (22—124,
f’¿urker. F.M. aoci Cabeddu. LX. (1985) Evidende (nr autcredeptcr
nscdulation of endegeneus dopariiiOe release lycra rríbh¡l caedate
occíetus ¡a vitro. 5. PlsarnSuidOi, Exp. Therapy 23=,492—500.
Po¡el. Pv. 1’ 1 1 <r ív-:rís PiXlsl¡~i- 1 ial Ii>’ <[a> sí -
Patiropí’) suoio9’í cl tire .glot~;Oate rgrv <s Sa p 1 lic e,,’
Ada OtolarsagOl tsteckli.i [(3<311— ‘4
R~írcy. KB. Rois Mf) ¿md SpStti~i, (8 > »SI r )víaviii¿it¿’
dciicr. Ir» eí,ehtcrit oísp-acorOt<h[ porepíu,cpliiíric Lejí> Bu.. - -
¡[SI — liY¡S
Rarev. K.E Ras. Nl O ¿rail Sat¡tit, L 13 >195 1 í.íu..1í-rl;rriliíii>íird
s¡gn¡tiCÑii e <0 narcproeplSrtOv ‘n tire laoeral viscirlerír ‘<¿<II vi
pigme ntcd ant liria;> ‘ <urs. liv a. Res. 6. 15—2:3 -
Ross. Ml.). t (9211 l—líríírc.ceuicí- iríd clectrolí oíicriíscíípic y1’
i¡oas u> uSe general \iseeri> eflereltí ¿paetvaliija <it tire ¿=1<5v
Acta Otc.IÑCial-’Cl. Sar=pl>56 lS.
Spec ndl¡n, FI ¿sad Lrchlí. ocicísel ~ >1961’> Tire -adrene asic prwrv.i
tiria cf tire larísriatir \ Lite ¡arsagol. 61. 423~43<-
Spoeodl¡a. vi tui Líc,ilvosit o cr \~ >1<41<2> Tire- syrsSp¿<1’í>v lierte
suuPplY lis (he ¡noer cay. Meir- Nl¡p- Ex». aiucri.N -nial- Kehl-
kcp/hcilk. 89. 546—359-
Starke. Pv. LIuiíher(. Ni. aoci NUblase r. M. >1989> Mcdiii ini u vI lIte
netruSttraastoiddt re le¿ise [iv press caplie ÑUlorecv [;iiiis [‘Ii’’> 1-
Res. 69. sóa—9~9
Terayaras. Y., 1-lela, E api l3cck. C 19661 Ad reocrg¡c <onu’ ¿ ííiíaííf
tire eceirlea. Ano. Ole>. Ruad. LaiYagOl. 25. Is’> 56
Terayama. Y.. Yaraaroolo. 1<. aríd Sakaoteto. T. 1 ¡‘>651 [ccc u-,,r-í
o, ¡<roscopie abse rv¿tliosas it tire postgal, gí <lis ic ~-nSp- rl ire r i< <<[‘e rs
1,, ihe cuuuíca pug cuscirlvia >500. (II’ rl Rir rial 1 v,iv iii -
1152—II 11
T¡n,nseroi W De Vías. III aoci NS csut rrok ti tI < IIcliii Of-
/cas cl D agoois<s ca tire releape el Popainuite liv í¡í=it iva
tire i-tseP tarsos cl , .
1¡,0 ~~0~vr,.ScmotirtiCksCr¿-‘íd> Pir,uíí<vi
col 3V’ nsI> 6>4
ISaías,. -S.l )>c,aot 1 tí¿aíii<a, Nl.. osirí ir u 1 L<,ir¿istS¿ Nl- uisd
Thoo,poa. (sC- 1 l»SS> laasímoolcitirdíiclliic=1I ~t>t tít ~r[e-
cirr,I¿iOitPi.’g[< iOOrli’005¡co jo tire eorauia pIC cíícirlc,r \cr,i (ira-
[ars’agui (Srockir 1 $uppl- 442. 31<—-»
Vicente-Totas Nl A (sil Levadiza 1> 1crovitrr.lcZ E Nr -\ md
EsquilmO A 1 199~3 Puribeulil cricíd ií’sisl=llduipañSiiSv i,viií.,1 la
caclíte e coda post srtmoíalrart ORL 55 5’>
Vincent. S 14 Xl 9551 Dístrítio tien <sí tvrosinc irvdrosv< ase dvrs.iiSSrule -
$.irydiotyl use aoci phepsleuh¿vari[ítrliiií>N (htlri iis(vi.isvvi!S
í,wnvre¿iCtAV necrrorss [o tliv 1 íp cl tirc iraai - X--.-siir. luvias
ac ralas 1 Comp Nc urtííl >65 >84 [‘4
\ijí,a¡kov ‘fA Cícó 5 -5 1 urllS¡c’ i ti R .ini \viciilv V1.
([<>661 Tuse ¿ir,. no ígíc r aoer’utvsS ísl tir~ organ tI 1. u ti L <u.u
trarslatiOtl cíasulí toe t)uru ¿su ~ f DoM Xi- -1 N “-1< 1 Ti -
1j35—isiss-
Wocd. P.C.. Nita, 1-1.5 .índ . Sitar. O A. (>982) Iii st, ni ,rír
d1ípaal¡aeaoci noiietiiar~ph inc relvaste ¡O it 15<. <lvi 14< ¿ 1...
tSs¿uttigr¿iphii-oias.s speclri ‘astI rs, alcasurerneol iSI . Oív Pu y vra -
anac ¿md noro>CIPOCPhPOC 1 eorOC¡tert> 4$. “4
II., L,eldste¡o. NI aoci Mc)Ier. E. ([988> II <ce ph <> iv ,ci’e ¿it
sti[Ñl¿ut .iepafltilie redeliiii<N i,iiiduul ‘tío> 1’ i -
[31-thilepaatioe- Erír .1. Piraratací l 1>5 i>) SS
Nl¡kowsk¡. 1., ParIÑaco. 5 aoci Palo-a T (1929:0 Adrupci u-u lane Cv ¿i-
lion of tire eigirtir pene tíad vestibular utid nrvio’ a ,.,.Xrc~it -
eta~ririoos-laryagoil. 2=4.12—23.
Yljkewsk¿, 1. ParIÑoen, 5 ¿rail P:ilv 7 1114291’> ,\ul¿e~[u-i2i< trole>
11110 of mead s-esse 15. A fía ti res <liv e lorc <OYCiIP <O sitrds iii
e¡gliih pene and ipndt ¿mr s1kw1 ores <o 0t<i~> ~‘í>rcli < )u;íl .rí , «viiI -
1(15. 22ir—229-
Ze-ute rstrém, 1. aní Císge rstedt. U. ([9841 Elíects vI :igoatrirPii1<
en tire io viva release cf doípaalilte aoci [rsisset¿ubuil ¡te> srvrdicd ir’
twain cl¡pls’sit. Buril - Píiaíalricitl. 92. 29—31>
PUBLICACION 4
Efecto de la estimulación acústica sobre la concentración de noradrenalina
coclear
Vicente-Torres, M.A. y Gil-Loyzaga, P. Effect of noise stimulation on cochlear
norepinephrine concentration. Brain Res., remitido.
1EFFECT OF NOISE STIMULATION ON COCHLEAR
NOREPINEPHRINE CONCENTRATION
M~ Angeles Vicente-Torres and Pablo GiI-Loyzaga
Centro de Cultivos Celulares (CAí) and Departamento de Cirugía II
(ORL), Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid,
Spain
Address for correspondence: Pablo Gil-Loyzaga, Apartado de
Correos 60075, 28080 Madrid, Spain. Telephone number: 34-91-
3941384 and 34-91-3941375, Telefax: 34-91-3941383.
2Abstract
Sympathetic fibers projecting to the cochíes modulate the
cochlear blood flow and the activity of the cochlear nerve, which are
modified by noise exposure. In the present study the cochlear
concentration of norepinephrine (NE) was measured by HPLC in rats
that were exposed to silence or wbite noise. Blood was eliminated by
aortic perfusion in half of the animals and the cochlear btood-
independent pool of NE measured. Cochiear NE concentration
decreased due to acoustic stimulation, independently of the strain
and the perfusion, wtiich could be interpreted as a noise induced
release of NE by sympathetic fibers.
Keywords: Norepinephrine; Sympathetic innervation; Noise;
Cochlea; HPLC; Rat
3Sympathetic fibers projecting to the cochlea have a dual origin
in the superior cervical ganglion and the stellate ganglion
[5,14,22,23,32,36-38,40,41].In addition these fibers have a dual
peripherai distribution. Most of them are perivascular but there are
also blood vessel-independent fibers throughout the habenula
perforata area [5-7,9,l0,1821,35,37-42,44].
These sympathetic fibers have been involved in the control of
the cochlear blood flow (1,19,22-24,32-34]. Also, they have been
related to the modulation of Ihe activity of Ihe cochlear nerve maybe
through the blood vessel-independent sympathetic fibers that end at
the hebenula perforata level [17,202526].
Noise stimulation produced cochlear vasoconstriction [2].In
addition, the exposure to noise induced a threshold shift in the
auditory potentíals [3,17].Both of these effects seem to be
modulated in part by cochlear sympathetic fibers [2,3,17].
Noise also produced the release of neurotransmitters of the
olivocochlear lateral efferent system (OLES) in the cochlea. In this
way, the releases of GABA (8], Met-enkephalin (11] and dopamine
[12,151643]were related to the modulation and protection of the
primary afferents [427-30].The aim of the present study was to
ana(yze the effect of acoustic stimulation on Ihe coeblear
concentration of the sympathetic neurotransmilter norepinephrine
(NE).
For this purpose, 24 Long-Evans and 24 Wistar aduil mate rats,
about 200 g body weight, were exposed to silent conditions or lo
4white noise at 90 dB SPL for one hour, under urethane anesthesia.
Afterwards, cochleas were removed and the concentration of NE
determined by high performance liquid chromatography coupled to
electrochemical detection (HPLC-ED). Half of the animais were
perfused by aortic pathway after acoustic stimulat¡on to eliminate the
blood of the cochlea and measure exclusively the blood-independent
pooí of NE. The perfusion solution was a 0.1M citrate buffer (pH =
4.8) containing 20 g II of glucose. It was administered at 260C for 2
mm. with the descending aorta clamped.
The processing of the cochleas was as previously described
with minor modifications [12,15,16,43].Briefly, cochleas were
independentty crushed in 0.2 M perchloric acid, sonicated,
centrifuged and supernatants injected into the HPLC system.
Separation of monoamines and their metabotites was achieved by a
reverse phase column (Nucleosil 5 CiS bOA, 150 x 4,6 mm) and a
mobile phase contituted by a 0,1 M acetate -0,1 M citrate buifer (pH
= 4), containing 228 mg 1 1 of EDTA, 200 mg 1 1 of sodium octyl
sulfate and 10 % of methanol. ¡Jetection potentials, fixed in a
coulometric detector (Couiochem II, ESA), were: conditioning
electrode = -0.45 V, preoxidation electrode = +0.10 V and working
electrode = +0.40 V. Ihe concentration of NE was determined from
the chromatographic peak areas using the external standard
method.
The concentrations of NE were statisticaf¡y evaluated using a 2
x 2 x 2 (strain x perfusion x noise> independent groups analysis of
5variance (ANOVA). Significant interactions were followed by one way
ANO VA.
The three-way ANOVA (strain x perfusion x nol-se) obtained
significant main effects just for noise variable and no sign¡ficant
interactions between the three variables. The one-way ANOVA fon
noise variable showed significant differences (pcO.05 or p<0.Ol)
between silence and 90 dB SPL for perfused and non-perfused
animais of both strains (Figs. 1 arid 2).
The cochlear concentration of NE decreased about 18% in
animais exposed to noise w¡th respect to those kept in silent
conditions. This effect was independent of the strain and the
perfusion (Figs. 1 and 2).
The decrease of cochlear NE concentration in noisy sítuations
could be interpreted as the release of NE from the cochlear
sympathetic fibers induced by noise. The same effect was previously
observed with other efferent neurotransmitters: GABA, met-
enkephalin and dopamine [6,11,12,15,16,43].
Cochlear sympathetic fibers have been invo(ved in Ihe
modulation of the cochlear blood flow and of the activity of the
cochiear nerve in noisy situations [23,17].In this way, the observed
Iikely release of NE could support the implication of cochlear
sympathetic fibers in these regulatory roles.
Ihe decrease of NE was Iower (about 18%) than that detected
for dopamine (about 36%) in the same noisy conditions
[1215,1643]. This fact indicates that NE could play a Iower
6modulatory role than dopamine within the cochlea, which could be
related with their distinct locations in sympathetic or olivocochlear
fibers.
The absence of any d¡fference in cochlear NE concentration
between rats of distinct pigmentation grade does not agree with
previous determinations of NE in the cochlea [31].However, it
agrees with results found within the vestibule with these same two
strains [13].
The absence of any modification due to removal of the cochiear
bload by aortic perfusion of a buffer solution, could indicate that
blood gives just a small aniount of NE to the total amount of NE in
the cochlea.
The authors are grateful to Mr. F. Carricondo for expert
assistance on statistical analysis and to Mr. O. Doig for correction of
the English version of the manuscript. This work has been supported
by grants from Span¡sh FlSss 95-1540 and Human Capital and
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Figure legends
Fig. 1. Concentration of NE in wtole cochleas of non-perfused Long-
Evans and Wistar rats. Animais were maintained in silence (wtiite
bars) or exposed to 90 dB SPL of wtiite noise for one hour (striped
bars). Data are presented as means ±SEM. N = 12 in each group.
Comparisons between silence and noise stimulation are shown as *
= p’cO.05.
Fig. 2. Concentration of NE in whoie cochleas of perfused Long-
Evans and Wistar rats. Animals were maintained in silence (white
bars) or exposed lo 90 dB SPL of white noise for one hour (síriped
bars>. Data are presented as means ±SEM. N = 12 in each group.
Oomparisons between silence and noise stimulation are shown as *
= p’cO.05 and ~‘ p<0.01.
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Atísírací
Satir aaradrenerg¡e aríd dopaminergic nerve rerminais have been described in tire cocirlea. Tire preseal repon lacused oc the ef/em nl
superior cervical ganglioaectomy (SCGX) en monoamine cancentration ir> adulí íat cocirlea. In irarnogenares of whole cocirleas. we
measured tire coacenrratioñs of norepinepirrine (NF). dopantise (DA) and jís main metaboljíes. 3,4-dihydraxyphea~laceíic acid 1 DOPAC)
aríd hamovanillie acid (UVA). by HFLC coapled lo elecíraciremical detection. Measuremenís were carneé aul 4 ir. 24 h er 6 da>s a/ter
arírlateral SCLIx. Mosí of tire NF ( — 82%) was lasí aher ss’mpaíhecíomy an tire ipsilateral side. iadieanag thaI tire principal lneulrzaiioa
cl coctílear NE is a peripireral ss’mpaíireíic ftbers. Siace abaul 18% of NF remained detecíable 6 das’s a/ter SCLIx, a secoad artcrrs of
cacirlear aoradreaergic fibeis mas’ exisí. Caducar coacenrrarians of DA ar ¡ts metabalites dji ant cirange altar SC&t Tirerelore, IDA ¿sisé
Nf are locared ¡o twa differení papulatioas of fabers wiíhmn tire cacirlea, aad are presamably related ¡a disíjaer luactienal roles- -~ l 998
Elsevier Seicace 8V.
te iívist-dss Supenor cervical ganglion: coetílea; Norepiaephr¡ae; Dopam¡ae; HPLC¿ Rat
1. Iníroduction
Tire ss’mpaíireíic janervation of tire mammai jan cocirlea
veas tjrsí describeé by using hisíafluoresceace ané elecíron
rnrcreseopy [5,7,31,33—36,39]. Sympaíireúc fabers were
Icuad to disíribure foilowing twa patlems, te. as a perNas-
cular aetwork or as a blooé vessel-independení net
trougiraut tire irabenula perforata area.
Cecblear syrnpatheíic innervation was ciraracterized as
aormdreaergic. batir by using immunocytaehemistry againsí
catechoiamiae-syntbesizing enzymes [9.20,37], and by bio-
eherajeal ciraracíerization of norepinephrine (NE)
[12.13,26,27].Fibers containing NE-syníhesizing enzymes
falloveed batir patterns of cocirlear sympathetic innerva-
tren. oamely vascular aad non-vascular [9,20,37]. Tirese
eoseryations were generally canfinraed by 6-irydroxy-
dopamine (6-OHDA) jaduced éegeaeratian [6,9], ané
[3H]aorepinepirñne upíake studies [8].
Currespood¡ng autirar. Apartado de Correos 60075, 28080 Madrid,
Spsirs- Fax: (34-1) 3941383.
Tire maja erigía of cocirlear sympathetic fibers ecoid be
tire superior cervical ganglion (SCG) [5,33.35.36]. Ltsioe
neuroíracing malecules. batir vascular ané aoa-yascular
noradrenergic ftbers were sirowa ta mase ía tire SCG [32].
la additior>, sorne of tirese fibers mmy miso originare fn-sm
tire síellate ganglion [21,28.33].
Besides tire peripireral sympatheric janervation. tirere ís
evideace of tire exisíence of otirer catecirolamtrre-cr=níaín-
iag cocirlear fibers, as shown by hisíefluoresceace [39] aní
6-01-IDA íaxiciíy siudies [6]. Scaííereé nan-vascelar cate-
ehalamine-contaiajng fxbers were idealified under tire o-
ner hair celis, withmn tire elivococirlear lareral cftercal
syslem ftbers, and were eharactenizeé as éepamiaerore by
ímmunocytachemiscry againsí catecirolamjae-svoriresízrag
enzymes [9.20,37]. By using Z-JPLC, dopamiae (DA) ¿ini
jIs maja metabaijíes, 3.4-éihydraxyphens’lmceííc acid
(DOPAC) ané hamovanjllic acid (UVA), were detecíed o
iromogenmíes of whole ral cacirleas [1243,15]. la mildition,
cacirlear DA was functionaily relateé lo tire oljyecocirlear
innervation in sound síimulaíion experimenís [15].
Tire present síudy was carneé out lo examine tire
(>9Úll-8993/98/519.O0 it (998 Elsevíer Scieaee 8V. .4.11 r¡ghts reseired.
PH S0C06-8993(97)O 1077-9
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700relative contribuíjon of peripireral sympathetie acrees la
tire catechalamine conteal of ial cociríca. For Ibis purpese,
cochlear canceníraíions of NE, DA, DOPAC and 8VA
o-o-ere measured by HPLC al éjfferení time iníervais afíer
ua[Iateral supenar cervical ganglionectemy (SCGx).
2. Materjais and methods
2.1. Animals
To-s-eníy ene Long-Evans aduií male rais (abauí 200 g
bsvt> o-o-ere ased ir> Ibis sruéy. Animals wcre ireused ir> a
íernperature-ceatrelled room al 22-4- 10C with a 12:12 fi
ligirz-dark cycle (ligirís en ar 08:00 fi) and werc given
access za toad ané waíer aé iibirum. This work was carried
ata acceréing te tire recorameadaíians ouíijned ja Ihe NIEl
Cuide lar ube Care and Use of Laboratory Animais.
12, Surgen
Tire Ielt SCG was unilaterally and totally removed.
under tribrameetiranal anaestiresia, al two months of age.
A shuam operation was performed en tire contralateral side.
Surgen was carried aul tirraugir a ventral incision in thc
rseck re tire bifurcation of tire cammorí carotié artery.
veirere tire SCG was located. Sham opcrarians includeé aif
tire rnanipulaíieas excepí far SCG removal. Ipsilaíeral ané
contralateral cacirleas were precessed 4 h, 24 fi or 6 éays
aher .surgery (six animais per greup). la adéiuian. batir
cacirleas el 3 nen-eperateé animals were aseé as external
-centroLs.
2.3. Bínchem¿cal analvsis
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Fig. 1. coacer-tration al NF ir> eochle-ss afrer ipsrlaíeral 5CLI rerrsíssvi>
(sa-iped bais) nr siram operacian (wh¡íe baus>. The íias¡e bar nis tire [¾
represenís che cocirlear NR ceocenlrariea ¡a extema¡ ceníral > anrs-opcr-
ated) animats. Daca are preseated as meaos ±SRM. a = 6 un cacir uroup
Compailseas betweer> SCGx aní sir-ím-operated coebleas are siroven st
differeac Limes aher surgery. - E < 0001.
arcas usiag external síaadards (Sigma). Síatistical aaa]ysis
was can-icé cuí by usiag tire Síadenís í-resí.
3. Resulís
As sirown in Figs. 1—4, cocirleas ipsilaíeral ¡o tire
sham-opcratcd sjde sfiawcd no síatistical éjfferencc ja
60
Tire arrimais. under general anestiresia (Uretirane), weíe
kepz jis silent eandiíioas ter 1 ir ja an anecheje chamber,
veiricir ftltcrs exterior noise te icss tirar> 30 dB SPL. Tiren,
still sao-lcr general anestiresia, batir cocirleas were rapidly
removed ané precessed as previeusly reponed [14,15,38].
Brrellv, cochicas were ir>éepender>tly cmsheé ir> 200 jil of
chuleé 0.2 M percirleric acié, senicated and centrifuged.
Supematanís were frezen al — 800C and anaiyzed wiíirmn
tirree davs.
Caculear supemauan¡s werc injected ¡uno a HPLC sys-
teta lar measuring NE, DA, DOPAC and 8VA cenceatía-
tinas. Tire separatien of carecholamines was acirieved by a
reverse pirase caluma (Nucleasil 5 C18 bOA. 150 >< 4.6
mm). Tire mebile phase was a 0. 1 M acetaíe-C. 1 M cicrate
buffer (pH 4), containing 228 mg/l of EDIA, 200 mg/l
of sodium eccyl sulfate and 10% of metiranol. Tire flew
rare veas set al 1 mí/mm. Detection was carried eut witfi a
eeulomeu-ic detectar (Coulocirem 5200, ESA). Fixed po-
íeatials vs. H,/H~ reference electrodcs were: candition-
rag electrode = —0.45 V, preexidation elecírode = +0.10
V aní workir>g elecírode = + 040 V. Catecholamine con-
ceaírazieas veere calculated frem tire chromalegrapfiic peak
re
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Fig. 2. Coaccittratiefl
hnurs 6 das
of DA ¡a coctíleas aOci ¡puilateraí SCLI remiiv¿rl
(scriped bars) nr siram eperatien (wir¡ue bais), Tire s¡ngie bar ea tire [e/t
represenís tire cocirlear DA conceníracien a exíernal control (non-eper-
ated) animala. Dala are presenced as rreat,s ±5P.M. a 6 un meir groap.
Cemparisoas becween SCGx and siram-opera¡ed cecirleas dii nor resuir
signilicanc al aay time alter surgery,
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Fue. IT Conccarraí¡on o/ DOPAC ¡a cectíleas a/lcr ips¡Iaíerat SCG
reraovs[ (stnped baus) nr sharrt eperation (whiíe bars). The single bar on
ihe [cfi represenís tire cecirlear DOPAC cer>cer>uatiea ¡a ex;err>al control
íror-operared> an¡mals. Dala are preseníed as rneaas ±S.R.M. n = 6 a
cacir eroup. Compariseas beíweea SCLIx and sham-operaíed coctíleas did
not reuní srgn¡frcaai al aay t¡me a/ter surgery.
menoamine evels as compared te externa) (nea-eperared)
coarrois. Feur iraurs afíer SCCx, NF ceníent did aoL differ
betweea denervateé ané nen-denervated cacirleas (Fig. 1).
Cocirlear cenceníratien of NF decreased very signiftcar>tly
ja tire ipsilateral side 24 ir ané 6 éays after unilateral
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Fig. -t Cortceníraí¡on of ¡-IVA ir> encucas a/ter SCG ¡puilateral removal
>=trspcdbars> nr shatn operatien (wirite bars). Tite single bar ea tire le/t
represeisís tire cecirlear HVA coacea¡raí¡ea a exíernal control (nen-eper-
¿red> attimals. Data are preseated as mear>s ±S.E.M. ti = 6 ir> each greup.
Corapansoas betweer> SCLIx ar>d siram-eperated coctíleas dii aol resulí
siersiFre-aní al any ¡¡me a/ter surgery
SCGx. A residual ameuní of cecirlear NF ( — 18%> re-
mained 6 days aher unilateral St/O remeva> (Ng- 1>-
Ir> centrasí, no medifucatian was observeé, 31 aay t[tSSe
exaiained. ir> tire concentradan of DA ir> denero--ateil
cacirleas (Fig. 2). Nor dié tire caaceaíraíiaas al tire DA
metabalites (DOPAC aní HVA) shaw may modifie-atrais
due te SCG rernoval (Figs. 3 ané 4. respecíivel~).
4. D¡scussioa
Tire preseal study reparis tire elfecí el unilateral St/O
removal en NF, DA. DOPAC ané HVA conceníratueas rrs
Wc mt cecirlea. On)y tire NF cancencratian decreased ti
tire ipsilaíeral cechea, wiren assesseé 24 ir or 6 davs alter
unilateral SCGx, wirereas DA, DOPAC ané HVA caatents
remained uncirangeé. As shawn lar several otirer orgaas
witbin tire SCG projectien area, NF coníení remained
unciranged 4 ir afíer SCGx [23.
Tire decrease ir> NF cencentratien feuní (more tiran
80%) is ir> disagreemear witir previorás sírádies reporrine rse
signifleaní ciranges ir> cocirlear NF 48 ir afíer SCG re-
mayal ir> rais [26]. Raíher, aur resalís agree wiíir previorás
morpirelogical flndings reportiag that tire majar s~mpa-
thetic inaervatian of tire cocirlea originates ja tire St/O
[5,32,33.35.36]. Six days aher SCG remeval, abou 20% of
tire cachear NF remained uneirangeé, suggesíiag tire exís-
tence of aédilionaj saurces far cocirlear NF. It carié be
speculaíed thaI tire erigir> el rus NF may be tire síellate
gangliar>, sinee tus ganglian alse iras been propased to
inaervate tire cecirlea, beir>g its ftbers related to bloed
vessels [33). In adéitien, tire scimularion of tire síellate
ganglior> preduceé alteraíiens of tire cecirlear blood fiove
[21,28].
Ir> contrasí te wiraí was lautid fer NE. cecirlear coacea-
lratior>s of DA, DOPAC ané HVA were r>aí aflecíed bv
SCG remeval. Tirese fir>dir>gs suggesí thai NF ané DA are
presení witirmr> tire cacirlea ir> éifferearial lecaticas. ue, NE
is mair>ly ir> sympathetic ftbers eriginmíed Irora tire St/O
wirule DA is mainly ir> depaminergic ñbers from tire
olivacocirlear lateral ciferení system, as suggested by rm-
muaocytacirernical síudies [20.37]. la fact. síellate pan-
glion ftber distributien wiíhmn tire cocirlea seemed te be
restricted te perivascular innervatior> [33], wirere naradrea-
ergie ñbers were found te be predominaat [9.20.37]
Sinee NF and DA are preseaí in different papularietis of
fubers ir> tire cocirlea, tirey caulé subserve di/lercaí tune-
tienal roles. NF may be involveé ir> tire control of cocirlear
bleed flow tirreugir perivascular sympatiretic lihers
[1,18,21,22.28—30].Also, NF may modulate tire acíiviív el
tire coefilear nerve al tire level ef tire irabenula perforata.
where tire bleed vessel-ir>éepenéer>í sympaíireíic ftbers ené
[3,16,17,19.23,243. Ir> tun, DA can be presear ir> latera
elivococirlear fxbers, tiral modulate tire acrivity of tire
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cacirleaf nerve, acting éirectly en the denérites al tire
primarv afferents [11,25].
DA appears le be released under acaustie stimulatioa
[11,14.15.38] arad may pratec type 1 afferent dendrites
agaiast aceustie trauma er irypaxia [4,25]. Sacir a irypo-
tiretical role iras also been indicateé by ir> sita hybridiza-
tina studies sirowing DA receptor mRNA modifications la
auditory nearcas alter aceastie trauma [10]. Furtirer mor-
pirolagical reseascir wiIl be useful te describe tire lacatien
al tirese twa catecirelamine systems in inéependent papula-
ticas of fibers withmr> tire cocirlea.
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2Abstract
Serotonin (5-HT) and its main metabolite, the 5-hydroxyindole-3-
acetie acid <5-HIAA), are now reported for the first time in
homogenates of mt cochleas, by using HPLC coupied to
electrochemical detection. The removal of the superior cervical
ganglion (SCG) did not modify the concentrations of 5-HT and 5-
HIAA in the ipsilateral cochleas, wbich could indicate that cochlear
5-Hl is not located within the sympathetic fibers from the SCG.
However, the concentration of 5-HT decreased significantly (about
76%) after removal of the blood by aortic perfusion, while the
concentration of 5-HIAA was not modified. This result indicate that
blood constitutes an important saurce of 5-HT for the cochlea. Noise
exposure at 90 dB SPL did not modify neither the total cochlear
concentrations of 5-HT and 5-HIAA, nor the poo¡s remaíning after
removal of the biood, which suggests that 5-HT couid have in the
cochlea a modulatory role distinct of olivocochlear neurotransmitters.
Key words: serotonin, cochlea, superior cervical ganglion, noise -
stimulation, HPLO, rat
3Introciuction
Several potential sources of serotonin (5-HT) must be taken into
account in the analysis of cochtear 5-HT.
A small population of serotonergic fibers projecting to the
cochiea has recently been identified by immunocytochemistry14.
These fibers projected to the sensory epithelium and contacted with
inner and outer hair celís. In addition, the subunit A of 5-HT3
receptors was identified by in situ hibridization in the cochlear
sensory epithelium of the early mt embryos19.
Other neural source of cochlear 5-HT could be the sympathetic
fibers from the superior cervical ganglion (SCG) that project to the
cochlea625-2729~30, since 5-HT has been identified in fibers from
this ganglion projecting on regions other than the cochlea25.
However immunocytochemicai studies14 did not detect the presence
of 5-HT in cochlear territories innervated by sympathetic fibers6
8,10,2024,26-3134
Other likely source of cochlear 5-HT could be the blood, since
5-HT is present within the bload, mainly in platelets, in high
concentration1 21,22, Ihis source could not be demonstrated in
immunocytochemical studies14 because animais used were
perfused.
Previous studies using high performance liquid chromatography
coupled to electrochemical detection (HPLC-ED) did not detect 5-HT
within the cochlea of distinct mammals23. The aim of the present
4study was to analyze he cochlear concentrations of 5-Hl and its
main metabolite, the the 5-hydroxyindole-3-acetic acid (5-HIAA), by
using a HPLC-ED method previously tested within the vestibule15. In
addition to the global concentration, he contribution from the SCG
and from the blood were analyzed. Also, he effect of acoustic
stimulation was tested since this stimulus produced the release of
several cochlear neurotransmitters: dopamine1 2,17,18,33, GABA9
and Met-enkephalin91 1,
These results have been previously presented as a preiiminary
communication32.
5Materlals and methods
Animais: Forty eight Long-Evans adult male rats (200-300 g b.w.)
were used in this work. The total cochlear concentrations of 5-HT
and 5-HIAA were quantified in 12 animals: 6 kept in silence and 6
exposed to 90 dB SPL for one hour. The contribution of the SCG to
the cochlear concentrations of 5-HT and 5-HIAA was analyzed in 24
animals by unilateral superior cervical ganglionectomy (SCGx). And
the bícod contribution was determined in 12 animals <6 kept in
silence and 6 exposed to 90 dB SPL) by removal of the blood by
aortic perfusion.
Acoustic st¡rnulation: Animals kept for one hour, under urethane
anesthesia, in an anechoic chamber, which filters exterior noise to
20 dB SPL. The animals were exposed to silence or white noise at
90 dB SPL. After silence or noise stimulation, both cochleas were
removed and individually processed.
SCGx: The Ieft SCG was uniiateraiiy and totally removed under
tribromoethanol anesthesia. Surgery was carried out through a
ventral incisian in Ihe neck to the bifurcation of the common carotid
artery, wt-iere the SCG was located, as it was described
eísewnere16. Sham operations, including aH the manipulations
except for SCG removal, were performed in the contralateral side.
6Twenty four hours or six days after surgery, animais were kept in
silence (under urethane anesthesia) for one hour. Then both
cochleas were removed and ¡ndividually processed.
Aortic perfusion: Twelve animais were pe¡-fused by aortic pathway
after silence or 90 dB SPL exposure, for one hour, to ejiminate the
blood of the cochlea. The perfusion solution was a 0.1 M citrate
buffer (pH = 4.8) containing 20 g II of glucose. It was administered
at 260C for 2 mm with a flow vate of 4.5 mI/mm. and the descending
aorta clamped. After perfusion, both cochleas were removed and
individually processed.
Biochemical analysis: Cocheas were independently crushed in
200pI of chilled 0.2 M perchloric acid, sonicated and centrifuged
(14000 rpm., 10 mm., 400). Ihe supernatants were filtered, frozen
at -8000 and analyzed before three days.
Cochlear supernatants were injected into a HPLC-ED system
prepared for measuring 5-HT and 5-HIAA. The mobile phase was a
0.1 M acetate - 0.1 M citrate buifer (pH=4) containing 228 mg/I of
EDIA, 200 mglI of sodium octyl sulphate and 10% of methanol. Ihe
stationary phase was a Nuceosil 018 column. Ihe flow rate was set
at 1 mi ¡ mm. Detection was achieved with a coulometric detector
(Coulochern II, ESA>. Fixed potentials vs H2 1 H-~- reference
electrodes were: -0.45 V (condition¡ng efectrode), +0.10 V
(preoxidation electrode) and +0.40 V (working electrode). The
7concentrations of 5-Hl and 5-HIAA were calculated from the
chromatographic peak areas using externa! standards (Sigma).
Statistics: Concentrations of 5-HT and 5-HIAA were evaluated using
a 2 x 2 (perfusion x noise) independent groups analysis of variance
(ANOVA). Significant interactions were followed by one way ANOVA.
In addition, concentrations of 5-HT and 5-HIAA in sympathectomiced
cochleas were compared with respect lo the sham-operated
cochleas by the Students t test.
8Results
Both 5-HT and 5-HIAA were detected in alí of the samples analyzed.
When 5-HT was analyzed, the two-way ANOVA (perfusion x
noise) obtained highly significant main effects for perfusion variable
(p-c0.OOl) and no significant interactions between the two variables.
The one-way ANOVA for perfusion variable resulted in a probability
pcO.OOl, both in silence and in 90 dB SPL groups. Aortic perfusion
resulted in a significant decrease of about 76% in the cochlear
concentration of 5-HT, both in silence and after 90dB SPL exposure
(Fig.1).
However, in the two-way ANOVA analysis of cochlear 5-HIAA,
no variability was observed due to sound, perfusion or the
interaction of both variables (Fig. 1). Therefore no one-way ANOVA
was carried out.
Both 24 hours and 6 days after SCGx, no significant difference
was observed in the concentrations of 5-HT and 5-HIAA in
sympathectomiced ipsilateral cochleas with respect to non-
denervated contralateral cochleas (Fig. 2).
9Discuss¡on
The present report quantifies, for the first time, the cor.centrations of
5-HT and its main metabolite 5-HIAA within the cochlea of the rat by
using HPLC-ED. In contrast, previous HPLC studies repoded the
absence of 5-HT within the cochlea of the rat23. This controversy
could be explained on the basis of the distinct methodologies used,
since also Rarey et al.23 reported the absence of dopamine within
the cochlea, which was later found12,13,17,18,33
The cochlear concentrations of 5-HT and 5-HIAA were not
modified by the SCGx. This fact indicates that the SCG does not
contribute significantly to the total concentration of 5-HT within the
cochlea. Also, cochlear dopamine and its metabolites remained
unchanged after SCGx, while norepinephrine was reduced about
80%16. In the same way than it was concluded for dopamine, from
present results it could be suggested that 5-HT is not located in the
cochlear sympathetic fibers from the SCG. This result disagrees with
studies supporting the coexistence of 5-HT and norepinephrine
within fibers from the SCG wfiich project to territories other than the
cochlea25. However, it agrees with immunocytochemical studies
that showed no serotonerg¡c fibers in cochlear sympathetic
territories14.
In contrast, blood represented an important source of 5-HT for
the cochlea, since its concentration was reduced about 76% after
removing the blood by aortic perfusion. Meanwhile, the
[0
concentration of 5-HIAA was not modified, indicating that it came
mainly from the cochlear tissue. The 24% of 5-HT remaining after
bload removal and the 5-HIAA could be related to the metabolism of
the cochlear serotonergic fibers, that were recently identified by
immunocytochemistry1 4.
The role of the cochlear serotonergio fibers has not been yet
described. The present report shows that the total concentrations of
5-HT and 5-HIAA and the neural pools remaining after aortic
perfusion were not modified by 90 dB SPL noise exposure. These
facts indicate that 5-HT does not carry the same release pattern than
olivocochlear neurotransmitters such as dopamine, GABA or Met-
enkephalin, which were released with stimuli from 70 to 115 dB
SPL9A 1,12,17,18,33 This distinct behaviour could be correlated
with the distribution of the cochlear serotonergic fibers, which did not
exactly correspond to any of the previously described cochlear
innervation systems14.
11
Canclusion
Present report quantifies for the first time the concentrations of 5-HT
and 5-HIAA within the whole cochlea. In addition, it has been shown
that the SCG does not contribute to those concentrations. However
an important amount of the cochlear 5-HT (about 76%) came from
the blood. Neither the total cochlear concentrations of 5-HT and 5-
HIAA, nor the pools remaining after removal of the blood were
modified by noise exposure. These results indicate that the likely
modulatory role of serotonergic fibers within the cochlea is distinct
from that one of olivocochlear fibers, wtiose neurotransmitters were
released by acoustic stimutation. These results fit well with the
distribution of cochlear serotonergic fibers, wbich constitute a
cochlear innervation system recently identified14 that does not
correspond exactly to the olivocochlear efferent system.
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Figure legencis
FIG. 1. Ooncentrations of 5-HT and 5-HIAA in whole cochleas (NP)
or in cochleas after aortic perfusion (P) to remove the blood. White
bars represent animais exposed to silence and striped bars animals
exposed to 90 dB SPL of wbite noise for ene hour. Data are
expressed as mean ±SEM (n = 12 in each group). Comparisons
between perfused and non-perfused cochleas are shown as
=p<O.OOl. Comparisons between silent and noise situations did
not result significant.
FIG. 2. Ooncentrations of 5-HT and 5-HIAA in cochleas of rats 24 h
or 6 days after ipsilateral SCGx (striped bars) or sham operation
(wbite bars). Data are expressed as mean ±SEM (n = ‘12 in each
group). Comparisons between sympathectomiced and sham-
operated cochleas did not result significant at any time after surgery.
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Abstract
Tite eonceaíraíioas el norepinepirrine (NE>. depamine (DA) aní ¡ts metaboliles DOPAC atad E-IVA. ¿ini seretonia (5-NT) and ¡Ls
utactabelite 5— HIAA. wcre qoauati lied ¡a tire ral vesí¡italo. Por tris purpese, itomuge lates el ~ ¡ bu les. el alb¡ te atad pig ase <a red v¿r[5. octe
analyzed usiag HPLC witir eleetrociremical detection. Vestiboles of pigmented rats sSaowed ls¡giter DOPAC jad HVA eoaeeatratiouts (batí
titose el albino rats, sai male pignsented rats alse sirowed signiticaatly more DA tiran male albino rais. Titese resolís ceulí indicale thaI
te rate el DA asetabelism ¡o vestibales was irigirer a p¡gaseated tiran ¡a albino rats. Tire vestibular eonceatratieas of NF atad 5-NT ~l¡d
aoí i ilfer signifieaatly between tire twa síraias, la coatrast, 5- H IAA ceneeníration was irigirer a vestibules el pi gmcaíed rais 1 ls:ra a
tirese el albino rars. soggestt ng ¿un acreased 5—HT inetabol ¡srta ter (he lorraaer sírau a. Di tfrrenees ¡a uaeneaua, rae corree al ratiuias heLscci>
tite íwe sexes el tire same strairr were searce. Onís’. a iriuziter EVA eoaceatratiea ¡a vestiboles of (casales eould ¡adícate a ir¡isher DA
rnerabsilisra,
Krs-rí-cir-ds: Nerepinepitrine: Dopamiute: Seretoala: Veslibule; HPLC: Ral
1. Introduction
Sympatlietic fibers reaciring fhe vestibule were identi-
ficé early, using tire iristotluorescer>ce meihod al Flack ané
Hillarp [7.28.29]. Tirese syaspatireíic nerve libers preseated
a dua[ vestibular dístríbutton: aroané tire blaed vessels or
índepeadeat of rirem anderaeath the seasory epitheíia ja
tire macolae ané tire cristae. Histelluerescence re[ated to
Ose preseace of moacamines. a particular aerepiaepirniac
(NF). seemed to correspead mainly te uamyeliaateé libers
observed witir elecírea micrescapy [7,28]. Moreover, ultra-
structura[ studies carried orn alter 5-irydroxvdoparniae ad-
ministratian inéicateé tirat nerve termina[s cor>taining dease
core vesícies migirt correspead to tirase irístoflaereseent
fibers [7].
[mmunacytocireasica[ studies against tyrasiae irydroxyl-
ase (TH) siroweé pasitive immur>areactian ¿it vestibular
sabepitire[ial regions [32]. More exhaastive analysis, eitirer
veitir ligirí er electron rnicrascapy. detected TH-like amé
- Correspooi¡tag autirer. Apartado de Correos 60075. ?>1(>80 Madrid.
Spaia. Fa’: —34 (1> 394> 383.
depamíne-/3-hydrexylase (DBH)-like iasaíuoerúacrí’c
libas related te tire bloed vesscls er underneatir tire set]-
sery epilbelia [18.19,21% More receatíy. TH-íike aud
DBH-like immaaareactiviíies irave also ficen ideatilled in
tire cndolymphatie sae [20,Zl].
Sympatiretic tibers reaciriag tire vestifitule seeusa te oru el-
aate in tire ípsilateral superior cervical gauuglien. a.s ¡cié
cateé by cervical sya3patirectomy [7.18,29]. Retrograde
aettrotrac¡ng svi (ir can aoíi—DBH aatibodv alsu st[pprsrls thjs
fact LI 8].
Up te now, there iras ficen no direct evidence íegatdiuug
tire presence of depamine (DA) or seratenma (5-HT) la Ihe
adult vestibale. la tire cocirlea. tire presence el DA veas
revealed asiag irigir perlermaace liquid cirroosatuígrap[sv
witir electrticiremical detectien (HPLC-FD> [12]. NIere-
ayer, a osodificarion of tus teciraiqae aLo alleveed qtan-
tilication of tire cocirlear ceacentratieas el (he amia DA
metabolites: 3,4-éiiryéroxrspbenvlaceíic acid (DOP.At/> ¿¡ud
iromovanillie acid (HVA) LI 3,15.311. Tire ellecí el tssiise
en tire activity of tire cecirlear dopaminerícic libers iras
been demenstrated [13]. Alse. tire ciranges eccaning la tire
cocirle-ar DA metabelisrn as a resalt of tire adasi nistration
ola 02 agenist wcre aaalyzed [15,31].
0(>(>6->1993/97/$17.0{) Copyrigitt © 1997 Elsevier Seleace EV. AH rigitís reserved.
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266 1>. (;d-/><<-~W<<~i<d.,-~ Ri-iiiii Rrryirvrji ~4¡<1 ¡i»7< Vi Ah.?
Tire airo el tire preseal stady was te qaaati ly tire
‘osaba lar ceaceatrurtens vil oaíecirolarnines <NF ¿md DA).
5-Hl ¿uné tiroir motabolitos (DOPAC. VIVA amé S-irv-
droxviadole-3-aceíic acid (5-1-IIAA)). a albino ané pig-
a?ented ah. citirer males er lemales. Tirese resalts irave
heen pro vii utsl ~ preseaicé fis preli minaL Carl]nI un] cuír usos
[14,16],
2. Materjals aud methods
2. 1. .-Uri,oc¡ts
Yoaao ¿udulí ¿ns. II) Leag—Evans (5 niales amé 5 le—
[Dales) ¿ruad 1 (> Wistar (5 uaaalos ané 5 ferualos). wero rusod
lar tus studv.
Anmarats wore araestiretized (areuirane) amé maintained o
¿a aaeeiroic ciramirer ter 1 ir befare samples yero ab-
taj rieti - Tls is p¡-a<cess veas iaol aded te a Vr ¡é an y ae~o
aterlerenco en vestibale pirysiology, wirieir iras been pro-
pesed previet>sly [2].
3. I{csults
W iro a pi gnsoa lcd verso s¿ulu mu -als ocre erina pared. lIso
yeslj balar ooncr-afrati ea.s u 4 1)A, DOPA (1? ¿tité 1! VN tu oro
si caí t¡oantly irigkacr ja p¡~tíicatod malo nuis tir¿[a ¡rs albítso
oialo raus < Fig. la). i—easale ral.s ¿risuí siruiveed beber D( )l’.-\C
amé H VA ceaceatrarjeas i ti tire pi ease oteé stv¿[ a [it¿u [a [0
tire albina sírain. DA eoaeoníralíumn beine sutisilaí- ‘a [be
twa straias (Fi e. Ib),
Tire vestibular eoaceatratioos rif N E ¿írsd 5-HE yero
siajilar ter pigmentod aad albiao male ¿sí- fetasa]e rats.
Hoveover, 5—H [AA was sí uni beatatis- iícirer ¡II 151g[a[otstoé
tiran ti albina rats el tiro sanie sex (Fi e - 2¿[. ir> -
la aei tirer sfra ¡a wa.s tirore ¿u si ‘¿ni lica rst di Ileío iteo be—
lwoeo malos aad lersialos eveepí luir tite lewIs <uf l-IV-\
nr-ru’
2.2. Seriap/e obíenlion
-u
.ás iras been previoaslv described elsewirere lar tire
coeir[ea 13.15,31]. botir vestibales were removed ir> less
tiran 2 mm bv careful dissecíioa avaidiag cacirlear coatam-
nation. Eacir wirole vestibule was iadepeaéent[y crosired
ti 400 ¿it el ciril[ed 0.2 M percirlarie acid. tiren tirey were
sonicated amé ceatrifaged (12000 rpm. 15 mm, + 4
0C).
Supo¡nat¿rats yoro rapidlx- 1ro-ion ¿it — smc ¿ d síarod luir
tío níere tiran tirree das’> -
it’ rl
‘u
rl
rl
2.Á.4/eneiconinc- eunalvsi.s
NIenoansine determination ir> tire vestiba[ar saperaaíants
was carneé oat asiag ¿ir> HPLC-FD teciraiqae described
olseveirero [13.l5.31], witir minar nsoéificatioas lar qaaati-
vine NF. DA. DOPAC. VIVA. 5-HT ané 5-FIIAA caneen-
tral cris. Bitoliv. tire separarion el tirose aaoaoatsítnos or
níetabolites veas acirieveé by a reverse pirase caluma
(Nueloasil 5 (SIS [OQA. 150 Y 4.6 mm). Tire maule pirase
veas 0,1 Nl acetate—ID. 1 M citrate buffer (pH 4) veitir 228
rae/1 <sI FIDTA. 200 mg/l <sI soéi am ecl~1 salpirato amé
1(3% el ríactirano 1. Tire fleve rato veas set al 1 tul/mi a - A
coulornetnic detector (Coulacirem [1. ESA) veas aseé ter
monoamine detectian. Fixed peteratinís rs. [-1,/H4 rolor-
once electrades veere: conditiening electrede = — 0.45 V.
preoxidatien electuode ±010 V arad workiag electrede
= + 0.40 V. Nl onoamine coacentraíians veere quanuilied
frem tire cirrornatograpirie peak areas usiag external stan-
éards (Sic lía).
Síatistical an-a[vsis veas carneé cuí by cemparison al
rucan ± standard deviatian using tire Síudeat’s í-test.
ir’’
-5--
oír
lico
200
[1.~
Fruí 1 Vestibular DA. DOPAC arad 1—IVA cvrreeíaív¿rí¡íííís ¡ir <<<¿<le í.rrs r:r>
var feiaa¿rle r¿rís (bí. Eraapív iraus = alb¡raía v¿r[s. str¡pcd b-rr-s —-niarircírred
rrrís. Cni,siprurisoras beíweers ¿ilirirais ¿risd p¡griseisted ¿rííiraa¿íls ¿ive -risc ir
1> ~:1)001 - Nra sioirr[jc¿rr,t di[rere,o-e «-¿rs <ihíevecil <ir <¡<e [2.-?
vestibular eoacertlr¿rlioa berocen rlb¡rae ¿uríd
1rígittoisrcd lcrií,i[cs. \ :r[rrc~
are expressed as nican ±SE-NI. luí II> fiur eaeit svraupl.
A
rus ririr si <is
Si burí’. í,ns ~ irr.,írrr-ríur ¿ir
8 *4*
truir- ti- [(5
~ freír
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Pie. 2. Vesiitiuilar NE. 5-1-IT ¿inC 5-HI.AA eíauíceaír¿rñoa,s ¡a uuíale rais (a)
lar featale r-rts (ir>. Ea¿sptv bars = alitirso rats. síriped bars pigatenied
r¿rrs. Ciinsprrrisiar¿ss beiseecía ¿ríbmaca ¿uríd pigatenied aniuíí¿rls are tiren ¿rs
-- O e ([.115 - - - = P e (1.001. No sigalficaní dilferenees were oir-
scís-ed ¡rí NF, inC 5-¡IT vestibular ecaaeeatraf¡aias irerweeui ¡[burro <inC
rs 1 erríertíed ¿so ¡anís. Values are expressed ¿rs ateata ±SEM (u, = II> fiar
c¿rch grrltrpi.
veirícir yero sigaificant[y irigirer ir> tire lemales ir> batir
¿ulltincí (A <0.01) ané pigmented ( A <0.05) rats.
4. D¡scussion
[a tire presení síudy. the conceatratiens el NF. DA (¿md
lis incíabolites DOPAC arad HVA) ar>d 5-HT (arad its
metabalite 5-HIAA) veere qtaantified ir> tire vestibu[e el
botir albino amé pigmented rats. The presence al NE
supperts proviaus morpiralogical staéies sirowing nora-
dronercie libers ira tire vestibale of maminals [7.18 —
2128.29.32].
Tire influence of pigmenratian en the NE concentration
iras beco provicusls’ analvzed in otirer sensorv structures.
la tire eec irlea. NF eoíaee a trate an veas u u bserecé luí be
bigirer o pivineiilotl trata a albiaa r¿rís [25].¿rllI¿sií[rcltsiriitrj
regicas el tir ¡ s orean sítoveod no di Ile renei- ¡ a NF er. artee a -
traíians veitir rospect te sírain [26].AI sía. in [he ovo - ILe
concentraliei] al NF veas hijOser - -un pienaentod [h:r[a itt
albino raís [23]. Nevertireless. ía tite proseal ‘dude N E
eontent veas similar itt vestibules cal tire Iveo sícéjeé sírajas.
batir ja males amé females.
[a cua nírast. tire presouit <cd ~ ¡tas it i vol e s cogesrs huí
vestibular uetabralisms cuí botir DA ¿md 5—HT ecaulé [te
streag[v related to levols uf pieluontatian. Pi eiuerílccl ¿íls
siroveed iigirer DA amé 5- ¡IT vestibular motabcal isais thais
albino tats. Tus assamptten is suppartod fo Iveo facís: (1
irígirer car similar ccineoiatr¿ítiens al Ihese tarmoo¿ritíines la
vostibitles of p goletalcd vot-sus tul ir ao rats - ané ( 2> ir icho
concentratiofls rif Ibeir rneíaboliíes. also a pícnwn[od rals.
Co otparing males amé femaíes el tIte Sa níe strai a - ir
coclé be scggesteé riral lemalos hace a iricirer DA vostibrí-
lar moíabuí í i sm titan niales, si neo HVA cenee atril[aras veo re
irigirer in vestibales al lemales tiran in tirase el ratales. Tus
fact coclé be relateé te tire link belve-con DA amé genadal
stero¡ds. Yace estracen íreatmeat alfoeted tiro deíasiív rst
DA receptors [91and tire extracellalar levels el DA caí lis
atetabolitos [3,10] ir> tiro central nerveas svsteiu. N—Iereevor.
estroger> treatment aflecíed tire DA related behaviocí [24].
Also ir> tire cacirlea. lemalos presoníed sintílar DA ¿md
DOPAC concenlrauieas amé iigher HVA eoncealí-a¡ieas
tiran males Uí , 131.
DA, 5-HT amé tireir respective metabolites are nove. Lar
tire first tinte. reporteé i a tire vestibale el tire acírnil ¿it.
Tirerelare. rroíiring is kncivett aircact titoir lutetition ita titis
seasoi-y ergan. lace tus stadv veas carneé <aol usine
iromogenates al veirole vestiboles. Previous i maicaecere-
ciremical esu[Ls [18-—2132] detected TH- md DHH-im-
manoreactive libers lerming a perivascular amé ada-peri-
vascular innervation. Hove-ever. TH conlainine fibors noca-
ti ve lar DB VI hace necer beco derectod be iiaructtcac-vta-
ciremistry. bat ibis does mit oxciucie tire possíbí 1 uy al their
existeace. Tire presenee el éepaaainergie ellouoat fibors
witiri a tire cocilea [8.11.22.30] caulé allove te hopotireliso
tire existonee of a similar innervatien veitirma tire costura lo.
Evideatly Ibis suggestion aeeds lurtirer inimuutíte \-teeItcitti-
cal scppert amé al so spec 1 ile nec ratraci ng Con fi rm fiti río - la
any caso, DA coalé also be presoat veitirma symp¿utheric NF
containiag fibers reaciring te tire vestibale. since DA is a
precursor cíl NE. Witir íospoct te tire vestibular híetution el
5-HT. it coclé also be related to tire syatpaíbotic innorva-
tiea of tire vesribale, Yace it has been saggesíoé [mí5-1-IT
atav be present ir> libers aniginated ir> tire superior eorvical
garaglion [.4=6,17]. la adéition. seraíaaiaereic libers coclé
also originare ir> tire brainsíem, possibly ¡a Ihe oflorení
veslibalar auclei. buí ¿it preseol. tus belctngs tít tIte ¡oíd el
speoalatien. Ncveríireloss, it is inípossiblo Ica rule urcil rIte
pessibi 1 ib of tire locatian al 5— HT a olLer bit —neo tuloa]
vestibular structures. cg. vessel er>éotirelicm [27].
Fartirer researelt veilí be done te clearív leetílize al]
SE nr— itt ti — ji/cA
~ .Xiitiirrr riUs ~ tignirr<trir.rt r<ris
268 P. Gi/-Liív:rrga ero! / Breña Re-ceírrcIr 746 <¡997> 265--26.>1
tirese ruanoamines wiíirma tire vestibular receptar, as a
compiemeatary indication el ffieir physiolagical tele. Also.
mere accarate pirarmacalegica[ ané receptar siudies couid
irelp te propase lanctiona[ roles br ah rirese sabstances ir>
tire vestibular pbysielogy.
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